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RESUMEN
Las enfermedades genéticas de depósito lisosomal se consideran enfermedades raras. Sin embargo, en conjunto las sufren 1 de cada 8000 habitantes afectando en la actuali-dad a casi un millón de pacientes, en su mayoría niños, sin posibilidad de tratamiento. 
Es por tanto urgente comprender los mecanismos moleculares patológicos en estas enferme-
dades para desarrollar terapias.
El lisosoma es la etapa final de un proceso celular denominado autofagia que contribuye a 
degradar el material de desecho en las células siendo esencial para el mantenimiento de su 
homeostasis.  El proceso de autofagia transcurre a través de un flujo mediado por la interac-
ción de multitud de complejos proteicos y lípidos que finaliza con la fusión entre el autofa-
gosoma y el lisosoma donde el cargo es degradado por las enzimas lisosomales. Este proceso 
es especialmente importante en neuronas y en consecuencia su alteración se ha asociado a 
numerosas enfermedades neurodegenerativas. A pesar de ello no se conoce el mecanismo por 
el que el flujo autofágico se ve afectado en muchas de ellas. 
En esta tesis nos hemos centrado en el estudio de las alteraciones en autofagia en la enferme-
dad de depósito lisosomal Niemann Pick tipo A causada por mutaciones en el gen de la esfin-
gomielinasa ácida. Esta enfermedad cursa con una severa afectación neurológica que conduce 
a la muerte en la infancia.  Nuestros estudios, realizados en cerebros de ratones carentes de 
la esfingomielinasa ácida que son un modelo de la enfermedad y en fibroblastos extraídos de 
pacientes, muestran la acumulación aberrante de vesículas de origen autofágico así como de 
sustratos de la autofagia no degradados. Los resultados indican que esta acumulación se debe 
a un bloqueo del flujo autofágico. Este bloqueo no está causado por alteraciones en la inicia-
ción del proceso ni en la fusión entre autofagosomas y lisosomas si no por una deficiencia 
en la degradación final. Esto último se debe a la permeabilización parcial del lisosoma que 
deslocaliza en el citosol a la ezima lisosomal Catepsina B. Experimentos realizados en cultivos 
primarios de neuronas y en fibroblastos humanos en los que se moduló la cantidad de esfin-
gomielina, lípido que se acumula por la falta de función de la esfingomielinasa ácida, apuntan 
al aumento de los niveles de este lípido como responsable de la permeabilización lisosomal y 
los problemas de autofagia. 
Nuestros resultados caracterizan los mecanismos patogénicos que subyacen a la enfermedad 
de Niemann Pick tipo A aportando además información sobre el relevante papel de la esfin-
gomielina en la autofagia. Asimismo, ofrecen nuevas perspectivas para el desarrollo de una 
terapia para la enfermedad de Niemann Pick tipo A que podrían ser relevantes para otras 
enfermedades lisosomales donde también se acumula la esfingomielina.
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Lysosomal Storage Disorders (LSDs) are considered rare diseases. However, altogether their incidence is 1 in 8000 births affecting one million people all over the world. Most LSDs impact pediatric population and are untreatable and fatal. It is therefore urgent 
to understand the molecular mechanisms underlying these pathologies in order to develop 
new therapies. 
The lysosome is the final step of a cellular process called autophagy, which contributes to 
eliminate cellular waste and is essential to maintein cellular homeostasis. The autophagy 
process progresses through a flux mediated by protein complex interactions and lipids. Its 
final stage is the fusion between autophagosomes and lysosomes where the cargo is degraded 
by lysosomal enzymes. This process is especially important in neurons. In agreement, alte-
rations in the autophagy flux have been associated to several neurodegenerative disorders. 
Nonetheless, the mechanisms by which autophagy is impaired remain elusive in most of the 
diseases.
In this PhD work we have focused on the study of autophagy alterations in Niemann Pick 
disease type A (NPA). This disease is a LSD caused by mutations in the gene encoding the 
acid sphingomyelinase. NPA is characterized by a severe neurological involvement leading to 
death early in childhood. Our studies carried out in brains from acid sphingomyelinase knoc-
kout mice, which are a model for the disease, as well as in primay fibroblast cultures obtained 
from NPA patients, show the aberrant accumulation of autophagic vesicles and of autophagy 
substrates.  We found that this accumulation is due to blockage of the autophagy flux, which 
is not the consequence of initiation alterations or defective fusion between autophagosomes 
and lysosomes but of the deficient autophagolysosomal degradation. In turn, this is caused 
by the permeabilization of the lysosomal membrane, which leads to the cytosolic release of 
the lysosomal protease Cathepsin B. Experiments carried out in mouse neuronal cultures and 
human fibroblasts in which we modulated the amount of sphingomyelin, a lipid that accumu-
lates upon acid sphingomyelinase loss of function, point to the increased levels of this lipid as 
the responsible of lysosomal membrane permeabilization and autophagy flux blockage. 
 
Our results characterize the molecular mechanisms underlying NPA, providing also informa-
tion on the relevant role of sphingomyelin in autophagy. In addition, they offer new perspec-
tives for the development of a therapy for NPA that might be also relevant for other LSDs in 
which sphingomyelin accumulates. 
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1. LÍPIDOS: MUCHO MÁS QUE MEROS 
COMPONENTES ESTRUCTURALES 
Los lípidos son biomoléculas muy diversas que pueden estar formados por cadenas alifáticas 
saturadas o insaturadas, en general lineales, o por anillos aromáticos. Su flexibilidad es muy 
variable lo cual les proporciona diferentes propiedades. Se clasifican en dos grandes grupos; 
lípidos simples (que sólo contienen carbono, oxígeno e hidrógeno) y lípidos complejos (que 
además contienen otros elementos como azufre, nitrógeno o fósforo). Estos últimos son los 
denominados “lípidos de membrana” pues son los principales componentes de las membra-
nas celulares. 
Las membranas celulares están formadas principalmente por lípidos anfifílicos (sus compo-
nentes más abundantes)  y por proteínas. Tradicionalmente se atribuyó a los lípidos un papel 
meramente estructural mientras que las proteínas serían las responsables de la funcionali-
dad. Sin embargo investigaciones  recientes han cambiado esta concepción. Existen numero-
sos ejemplos de lípidos que no sólo contribuyen de manera crucial al funcionamiento de las 
proteínas sino que cumplen funciones en si mismos. Entre estas funciones está la regulación 
de la señalización celular, de la proteolisis o la producción de energía (Ghosh et al., 1997; 
Ledesma et al., 2012). De acuerdo con la relevancia de su papel alteraciones en lípidos son la 
causa de numerosas patologías. Por todo ello, el estudio de la biología de los lípidos ha gana-
do interés en los últimos años (Piomelli et al., 2007). Gracias a los avances experimentales 
para el análisis de lípidos (desde la aplicación de técnicas más sensibles para su cuantificación 
al desarrollo de herramientas para visualizarlos en células vivas) vamos conociendo más de-
talles sobre la compleja regulación de las distintas especies lipídicas en la que su distribución 
y tráfico intracelular, que contribuyen a su reciclaje, son aspectos clave. 
Los lípidos complejos son degradados en la vía endolisosomal y los productos derivados de 
la degradación pueden abandonar los lisosomas para su reciclaje y posterior reutilización. 
Existe un gradiente en la vía endolisosomal para gran cantidad de lípidos y es necesario que 
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éste sea mantenido para el correcto funcionamiento de la célula. Por ejemplo, el colesterol 
está enriquecido en la membrana plasmática y los endosomas tempranos pero su cantidad 
es mínima en endosomas tardíos y lisosomas. Por el contrario otros lípidos como el Bis-mo-
noacilglicerofosfato (BMP), que actúan como cofactores en la degradación de otros lípidos, 
están presentes de forma exclusiva en los lisosomas (Kolter and Sandhoff, 2010). Por su 
abundancia en las membranas celulares, diversidad de funciones y protagonismo en esta tesis 
dedicaremos especial atención a los esfingolípidos.  
1.1 Esfingolípidos:
Los esfingolípidos y glicoesfingolípidos son componentes ubícuos de las membranas celulares 
de los mamíferos. Estructuralmente se componen de  un lípido hidrofóbico, la ceramida, que 
se ancla a la membrana mediante un grupo amino a un ácido graso. En el extremo opuesto 
de la molécula, un grupo hidroxilo se une a un grupo hidrofílico: fosfocolina en el caso de la 
Esfingomielina (SM) o un carbohidrato en el caso de los glicoesfingolípidos. 
1.1.1 Síntesis de esfingolípidos
La biosíntesis de los glicoesfingolípidos comienza con la formación de ceramida en la cara 
citosólica de la membrana del Retículo Endoplasmático. Esta biosíntesis de novo compite con 
la formación de glicoesfingolípidos mediante el reciclaje derivado de la degradación lisosomal 
que, dependiendo del tipo celular, puede constituir entre un 50% y un 90% del origen de los 
glicoesfingolípidos. Durante la biosíntesis las ceramidas son transferidas a la cara citosólica 
de la membrana del aparato de Golgi desde el Retículo Endoplásmico por la proteína trans-
portadora CERT (Ceramide Transfer Protein) (Kawano et al., 2006). Durante este proceso la 
ceramida es convertida en glucosilceramida y transferida al lumen del aparato de Golgi. Es 
allí donde se dan sucesivas reacciones de glicosilación que aportan mayor complejidad a la 
molécula. Por último, los glicoesfingolípidos complejos son transportados, mediante tráfico 
vesicular, hasta la membrana plasmática donde se integran pasando a ser componentes de la 
misma. Por su parte, la SM, que es el esfingolípido más abundante, se forma a partir de cera-
mida y fosfocolina en la cara luminal de la red trans del Aparato de Golgi mediante la acción 
de la Esfingomielina Sintasa 1 y la Esfingomielina Sintasa 2 (SMS1 y SMS2) o en la membrana 
plasmática mediante la acción de la SMS2 (Schulze and Sandhoff, 2011) en una reacción que 
además generará diacilglicerol (DAG) (Fig.I1).
1.1.2 Degradación de esfingolípidos
El reciclaje de los lípidos que componen la membrana plasmática requiere del transporte de 
los mismos a lo largo de la ruta endocítica. Se acepta que existen dos tipos de lípidos que van 
a ser transportados para su degradación: los que se encuentran en la membrana limitante de 
los endosomas y los que se encuentran en membranas intraendosomales. Los esfingolípidos 
pertenecen a este último tipo. En el caso concreto de la SM existen dos sitios principales de 
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degradación: la membrana plasmática y los lisosomas. En ambos tipos de degradación la 
SM es transformada en fosfocolina y ceramida. Cuando la degradación se da en la mem-
brana plasmática, la reacción es catalizada por la Esfingomielinasa Neutral (NSM) que 
ejerce su actividad a pH neutro (7,4) (Tomiuk et al., 2000). Por otro lado, la SM que es en-
docitada y transportada hasta los lisosomas es hidrolizada por la Esfingomielinasa ácida 
(ASM) cuyo rango de pH óptimo es 4,5-5. Por ello ejerce su función principalmente en en-
dosomas tardíos y lisosomas (Jenkins et al., 2009) aunque más recientemente se ha des-
crito la presencia de una pequeña fracción de ASM en la membrana plasmática (Grassme 
et al., 2001) (Fig.I1).
Alteraciones en distintos puntos de la vía de degradación de los esfingolípidos provocan 
patologías denominadas esfingolipidosis que en su mayoría se clasifican dentro del grupo 
de enfermedades causadas por acúmulos en los lisosomas (LSDs). Estas patologías serán 
descritas con mayor detalle más adelante.
MP
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Figura I1 Síntesis y degradación de SM. 
Se muestra un esquema que sintetiza la síntesis  y degradación de SM  en condiciones normales, señalándose en rojo 
las enzimas principales que intervienen en ambas vías. La síntesis de SM tiene lugar en la cara trans del aparato de 
Golgi, a partir de ceramida (Cer) y fosforilcolina (PC), mediante la acción de la Esfingomielina Sintasa 1 (SMS1) o de la 
Esfingomielina Sintasa 2 (SMS2). Posteriormente las nuevas moléculas de esfingomielina (SM) son transportadas hasta 
las membranas en las que serán integradas. Asimismo la SMS2 puede catalizar directamente la reacción en la membra-
na plasmática. En la reacción, además de SM, se genera diacilglicerol (DAG).
La degradación de SM comienza en la membrana plasmática (MP). Las moléculas de SM son endocitadas y trans-
portadas, a endosomas tempranos donde o bien son redirigidas a la membrana plasmática o bien son transportadas 
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1.2 Lípidos y Autofagia
El reciclaje de las membranas celulares requiere la endocitosis de los lípidos que las confor-
man y una correcta función lisosomal. Alteraciones en alguna de estas etapas pueden tener 
un impacto, directo o indirecto, en otras rutas de degradación que confluyen en los lisosomas 
como es el caso de la autofagia (Cuervo, 2013). A su vez, la autofagia puede modular de forma 
directa el catabolismo de determinados lípidos (Singh et al., 2009). Sin embargo, la relevancia 
de este proceso en la patología de LSDs no está bien caracterizada.
2. AUTOFAGIA: CLAVE EN LA DEGRADACIÓN Y 
RECICLAJE CELULAR
La autofagia es un proceso celular muy conservado en eucariotas que se encarga del catabolis-
mo de orgánulos dañados, agregados proteicos, proteínas defectuosas, lípidos u organismos 
infectivos. Existen varios tipos de autofagia:
• La autofagia mediada por chaperonas (CMA) se encarga de la degradación de 
cerca del 30% de las proteínas citosólicas solubles. Durante la CMA, la proteína que 
va a ser degradada es transportada hasta el lisosoma por un complejo formado por 
chaperonas citosólicas que requiere de la unión de Hsc70 (Heat Shock Cognate 70) 
a las proteínas Hsp90 (Heat Shock Protein 90), Hsp40 (Heat Shock Protein 40), hip 
(Hsc70 interacting protein), hop (Hsc70-Hsp90 organizing protein) y bag-1 (Bcl 2 
associated athanogene 1). Este complejo reconoce a la proteína que va a ser degrada-
da a través del motivo KFERQ llevándola hasta la membrana lisosomal desde donde 
pasa al lumen gracias al transportador Lamp2a (Lysosomal associated membrane 
protein 2a) (Koga and Cuervo, 2011).
• La macroautofagia se encarga de la degradación de orgánulos dañados o agre-
gados proteicos que son transportados hasta los lisosomas a través de vesículas de 
doble membrana que reciben el nombre de autofagosomas (AP). Los AP se fusionan 
con los lisosomas formando el autofagolisosoma o autolisosoma (AL) donde el cargo 
es degradado mediante la acción de enzimas hidrolíticas (Mizushima et al., 2008).
• La microautofagia es un tipo de autofagia poco caracterizado en el que proteínas 
citosólicas u orgánulos dañados son transportados directamente al lumen del lisoso-
ma. El secuestro del material ocurre por invaginaciones de la membrana o por elon-
gaciones de la membrana lisosomal. Las vesículas derivadas de las invaginaciones 
son posteriormente hidrolizadas en el interior del lisosoma por proteasas y lipasas 
(Li et al., 2012). 
a endosomas tardíos que a su vez se fusionan con lisosomas. En el lisosoma la SM es degradada por la acción de la 
Esfingomielinasa Ácida (ASM) generándose Cer y DAG.
La SM presente en la membrana plasmática puede también ser degradada in situ por la acción de la Esfingomielinasa 
Neutral (NSM) o incluso por pequeñas cantidades de ASM que serían transportadas hasta ella.
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En esta tesis nos hemos centrado en caracterizar en exclusividad el proceso de macroautofa-
gia, la que a partir de aquí denominaremos de forma general autofagia, en la Enfermedad de 
Niemann Pick tipo A (NPA). Por ello se describen a continuación con detalle las diferentes 
etapas de este proceso: iniciación, progresión, fusión, terminación y reciclaje (Fig.I2).
2.2 Etapas de la autofagia
2.2.1 Iniciación
La iniciación de la autofagia comienza con la formación de estructuras preautofagosomales 
que progresan hacia la formación del fagóforo, estrucutura que da origen al AP maduro una 
vez que se produce la elongación de sus membranas (Rubinsztein et al., 2012).  
Figura I2. Etapas de la Autofagia.                                                                Adaptado de Rubinzstein DC, Current Biology, 2012     
Inicialmente las vesículas que derivan de la membrana plasmática y que contienen la proteína Atg16L1 se unen median-
te fusión homotípica, un paso esencial en la formación del preautofagosoma (Iniciación). El siguiente paso es la elonga-
ción del Fagóforo y el reconocimiento del cargo. Muchas proteínas están implicadas en la elongación de las membranas 
del fagóforo. Entre ellas destaca el complejo Atg5-Atg12-Atg16L que se disociará del fagóforo una vez se haya comple-
tado su elongación. El reconocimiento del cargo se lleva a cabo mediante la acción de la proteína LC3 completándose la 
formación del AP maduro (Progresión). A continuación se produce la fusión entre el AP y el lisosoma generándose el AL. 
Este proceso es mediado por algunas proteínas del complejo SNARE como Vti1b o por GTPasas como Rab7, Rab22 o 
Rab24 (Fusión). Finalmente se procede a la degradación del cargo por parte de las enzimas hidrolíticas aportadas por el 
lisosoma que requieren de la presencia de un pH ácido. El posterior reciclaje de los componentes del AL se da mediante 
la denominada ALR (Terminación y Reciclaje).
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El ensamblaje de estructuras preautofagosomales estaría mediado por una fusión homotí-
pica de precursores positivos para la proteína Atg16L1 (autophagy related 16 like 1) que es 
catalizada por la proteína VAMP7 (Vesicle associated membrane protein 7) y otras proteínas 
SNARE (Soluble NSF Attachment Protein Receptor) (Moreau et al., 2011). Estos precursores 
son incorporados en endosomas de reciclaje. Al mismo tiempo se produce la incorporación de 
precursores positivos para la proteína mATG9 (autophagy related protein 9) en endosomas 
tempranos. En un paso posterior se produciría una fusión heterotípica entre endosomas de 
reciclaje positivos para Atg16L1 y endosomas tempranos positivos para mATG9 mediado por 
la proteína VAMP3 (Vesicle associated membrane protein 3), generándose el precursor auto-
fagosomal (Puri et al., 2013). En ambos casos los precursores positivos para Atg16L1 y para 
mATG9 tendrían su origen en la endocitosis de membrana plasmática que estaría mediada 
por la proteína clatrina (Ravikumar et al., 2010).  
Como se ha comentado el proceso continúa con la elongación de la membrana en el fagóforo. 
Si bien la membrana plasmática es uno de los posibles sitios de origen de las membranas del 
AP, no parece ser el único. Se ha descrito también una contribución de la membrana mito-
condrial en condiciones de ayuno (Hailey et al., 2010) o de las membranas del Retículo Endo-
plásmico (Hayashi-Nishino et al., 2009; Ylä-Anttila et al., 2009) así como del aparato de Golgi 
(van der Vaart et al., 2010; Yen et al., 2010). Esto  apunta a que el origen de las membranas de 
los APs es variable y depende de las condiciones fisiológicas en las que se encuentra la célula, 
de la biodisponibilidad de membranas o incluso del tipo celular.
Una vez iniciada la autofagia, la elongación del fagóforo  requiere de la acción de la familia de 
las autofaginas (Atgs) que actúan de forma similar a las proteínas E3 ligasas. Entre ellas des-
taca la proteína Atg5 (autophagy related protein 5)  que se une de forma covalente a la pro-
teína Atg12 (autophagy related protein 12)  para ejercer su función (Mizushima et al., 1998a; 
Mizushima et al., 1998b). Este complejo interacciona con Atg16L1 interviniendo en la exten-
sión del fagóforo  que acaba originando un AP maduro, momento en el que se desprenden del 
mismo  ambas proteínas (Xie and Klionsky, 2007). Por ello anticuerpos contra estas proteínas 
suelen ser utilizados como marcadores específicos de la iniciación de la autofagia (Klionsky et 
al., 2012). Asimismo se sabe que la nucleación de la membrana que forma el fagóforo se con-
trola por la acción de una PI3K de clase III (Phosphatidylinositide 3-kinases). Esta enzima es 
en realidad un complejo formado por las proteínas Beclin-1, Vps15 (Vacuolar protein sorting- 
associated protein 15)  y Vps34 (Vacuolar protein sorting- associated protein 34) cuyo reclu-
tamiento a la membrana del fagóforo inicia la nucleación del mismo (Kihara et al., 2001). A su 
vez, la formación del complejo se regula de forma negativa por unión de Beclin-1 a la proteína 
Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) (Pattingre et al., 2005). Recientemente se ha descrito que una de 
las proteínas que controla la iniciación de la autofagia mediada por ayuno, la proteína ULK1 
(Unc-51-Like Kinase 1), lo hace precisamente a través de esta vía mediante la fosforilación de 
la Ser14 de Beclin-1 promoviéndose la activación del proceso (Russell et al., 2013). 
La progresión del fagóforo hacia  el AP maduro requiere de un segundo proceso de conjuga-
ción en el que primero la proteína Atg8/LC3 (autophagy related protein 8/Microtubule-asso-
ciated proteins 1A/1B light chain 3) es cortada por Atg4 (autophagy related protein 4) dando 
lugar a la forma citosólica de la proteína conocida como LC3-I. La unión covalente de esta 
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proteína a un residuo de fosfatidiletanolamina (PE), lo que le da el nombre de LC3-II, permite 
su incorporación a la membrana del AP facilitando su expansión (Xie et al., 2008).  El residuo 
de PE confiere a LC3-II una movilidad electroforética diferente a LC3-I por lo que se puede 
detectar por Western Blot (WB) correlacionándose su cantidad directamente con el número 
de APs maduros y autofagolisosomas, pues permanecerá unida a la membrana del AP hasta 
el final del flujo autofágico. Asimismo la proteína LC3-II es esencial en el reconocimiento del 
cargo que debe ser incorporado en el AP (Wild et al., 2014).
2.2.2 Progresión
El proceso autofágico continúa con el reconocimiento del cargo por parte del AP. Hasta hace 
poco se consideraba que la autofagia era un proceso de degradación no selectivo pero cada 
vez existen más evidencias de lo contrario. La selectividad estaría mediada por proteínas que 
reconocen modificaciones postraduccionales en el cargo, a menudo poliubiquitinaciones, y 
que además tienen dominios de unión a proteínas del AP. Una de ellas es SQSTM1 (Seques-
tosome 1) también llamada P62. Esta proteína se une a ubiquitinas unidas en Lisina-63 (Tan 
et al., 2008), muy  abundantes en la superficie de los agregados proteicos. Por otra parte es 
capaz de unirse a LC3-II induciendo el reclutamiento del cargo por el AP (Pankiv et al., 2007) 
y  regulando así la eliminación de agregados proteicos y cuerpos de inclusión (Komatsu et 
al., 2007). P62 podría controlar también la formación de los propios agregados y regular la 
expresión de genes de respuesta a estrés y la eliminación de orgánulos dañados (Wong and 
Cuervo, 2010). Cuando se acumula de forma aberrante tras un bloqueo autofágico P62 inhibe 
la degradación de sustratos del sistema Ubiquitina Proteasoma (UPS) lo que la llevaría a tener 
un papel citotóxico (Korolchuk et al., 2009). Más recientemente se han descrito otras dos 
moléculas similares a P62; NBR1 (Neighbor of BRCA1 gene 1 protein) (Kirkin et al., 2009a) y 
NDP52 (nuclear dot protein 52 kDa) (Thurston et al., 2009), cuya señal de reconocimiento es 
también la ubiquitina. NBR1 se une exclusivamente a proteínas mientras que NDP52 inter-
vendría en infecciones causadas por bacterias patógenas. 
Una vez que los AP maduros han englobado el cargo son transportados a través de la red de 
microtúbulos hasta los lisosomas para fusionarse formando el AL. Este proceso está regulado 
por la unión del AP a numerosas proteínas motoras, así como por acetilaciones de los micro-
túbulos (Webb et al., 2004) y como se comentará más adelante está afectado en numerosas 
enfermedades neurodegenerativas. (Ravikumar et al., 2005).
2.2.3 Fusión
Una vez que los APs se sitúan próximos a los lisosomas o endosomas tardíos se produce la 
fusión. Esto permite el contacto del cargo del AP con las proteínas hidrolíticas y la acidez 
lisosomales produciéndose su degradación. El orgánulo resultante de la fusión entre el AP y 
el lisosoma se denomina autofagolisosoma o simplemente autolisosoma (AL) mientras que 
cuando se produce la fusión con un endosoma tardío (que a diferencia del AP ya tiene un pH 
ácido), el orgánulo resultante se denomina anfisoma (Mizushima, 2007). Ya que los AL son 
orgánulos heterogéneos que contienen proteínas también presentes en los endosomas se ha 
propuesto que la formación del anfisoma podría ser un paso previo a la formación del AL que 
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proveería al AP de proteínas necesarias para la correcta fusión con el lisosoma (Tooze et al., 
1990) (Berg et al., 1998).
La fusión es un proceso muy controlado. Numerosos efectores moleculares que controlan la 
fusión de APs y vacuolas se han caracterizado en levaduras pero se conoce mucho menos del 
proceso en mamíferos. Algunas de las proteínas relacionadas con la fusión en mamíferos son 
Rab7, Rab22 y Rab24 (Ganley et al., 2011; Mesa et al., 2001) (Munafó and Colombo, 2002) 
así como algunas proteínas del complejo SNARE como Vti1b (Fraldi et al., 2010) o Sintaxin 
17  (Itakura et al., 2012).
2.2.4 Terminación y reciclaje
Una vez fusionados el AP y el lisosoma la degradación del cargo se lleva a cabo por una serie 
de enzimas hidrolíticas tales como lipasas, proteasas, nucleasas y glucosidasas. Entre las enzi-
mas hidrolíticas destaca, por su implicación en numerosas patologías, un grupo de proteasas 
denominadas Catepsinas que describiremos en detalle más adelante. 
El último paso de la autofagia es el reciclaje de los componentes degradados en el AL. Poco se 
conoce acerca de esta etapa para la mayoría de especies resultantes de la degradación pero sí 
se han descrito algunos genes que controlan el flujo de salida de aminoácidos en levaduras. En 
concreto, las proteínas Aut4/Atg22 (autophagy related 22), Avt3 (vavuolar aminoacid trans-
porter 3) y Avt4 (vacuolar aminoacid transporter 4) formarían un complejo necesario para el 
control del flujo (Mizushima, 2007). Si bien no se han encontrado homólogos de Aut4/Atg22 
en mamífero, sí  los hay de Avt3  y Avt4, denominándose SLC36A1/LYAAT-1 (Lysosomal Ami-
noacid Transporter 1) y SLC36A4/LYYAT-4 (Lysosomal Aminoacid Transporter 4) (Sagné et 
al., 2001). Por otro lado, muchos componentes del lisosoma se reciclan mediante la reciente-
mente descrita reformación autofágica del lisosoma (ALR) que se comentará en un apartado 
posterior.
2.3 Consecuencias del bloqueo autofágico
Existen evidencias que muestran el importante papel que tienen alteraciones de la autofa-
gia en el desarrollo de numerosas patologías especialmente del sistema nervioso central. La 
generación de ratones en los que se eliminaron específicamente en neuronas los genes que 
codifican para las proteínas Atg7 (autophagy related protein 7) (Komatsu et al., 2006) o Atg5 
(Hara et al., 2006) ha permitido concluir que el bloqueo genético de la autofagia, que impide 
la formación de APs y lleva a la acumulación de sustratos no degradados, causa un fenoti-
po neurodegenerativo especialmente evidente en las células de Purkinje del cerebelo. En la 
enfermedad de Alzheimer (EA) se ha descrito una menor formación de APs mediada por un 
descenso en los niveles de Beclin 1 (Pickford et al., 2008) mientras que en la enfermedad de 
Niemann Pick tipo C (NPC) se da un exceso de inducción también mediado por Beclin 1  (Pa-
checo et al., 2007). El bloqueo del reconocimiento del cargo por parte del AP parece llevar a 
la acumulación de APs vacíos en la Enfermedad de Huntington (EH) (Martinez-Vicente et al., 
2010). Fallos en el transporte de APs  a través de los microtúbulos causados por mutaciones 
en el gen de la Dineina, evitarían la fusión entre APs y lisosomas provocando la acumulación 
de agregados proteicos que se observa en las neuronas motoras de pacientes con distintos 
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tipos de parálisis (Ravikumar et al., 2005). La pérdida de función de la HDAC6 (Histona Dea-
cetilasa 6), que impide la acetilación de microtúbulos, bloquea la degradación de agregados 
de huntingtina mutada típicos de la EH (Iwata et al., 2005). La deficiente acidificación de los 
lisosomas por mutaciones en presenilina 1, que causan EA familiar, impedirían el correcto 
transporte de la protón ATPasa bloqueando la fusión de APs con lisosomas y por tanto la 
autofagia lo que podría contribuir a la acumulación de agregados proteicos en esta enferme-
dad (Lee et al., 2010). El papel de la autofagia en la eliminación de agregados de proteínas, 
causantes de una buena parte de las enfermedades neurodegenerativas, también se ha des-
crito en la eliminación de proteínas con expansiones de poliglutamina como la huntingtina 
o la Ataxina 1 origen de la EH o la Ataxia Espinocerebelar tipo I (SCA I), respectivamente, así 
como de agregados de alfa-sinucleína, típicos de la Enfermedad de Parkinson (PD) o de algu-
nas formas mutadas de la proteína Tau causantes de la Demencia Frontotemporal con Parkin-
sonismo Asociada al Cromosoma 17 (FTDP-17) (Berger et al., 2006; Ravikumar et al., 2002).
Por todo ello la estimulación de la autofagia se propone como terapia para enfermedades neu-
rodegenerativas (Williams et al., 2008). El uso de inductores de este proceso ha dado resul-
tados positivos en modelos murinos de enfermedades como la EH (Ravikumar et al., 2004), 
la Ataxia Espinocerebelar Tipo 3 (SCA3) (Menzies et al., 2010), PD (Sarkar et al., 2007) o 
FTDP-17 (Schaeffer et al., 2012). Alteraciones en la autofagia también  se han relacionado 
con diferentes LSDs lo que se comentará en un apartado específico dentro de esta tesis.
3. LISOSOMA: FISIOLOGÍA, ORIGEN, FUNCIÓN Y 
PATOLOGÍAS ASOCIADAS 
Los lisosomas, descritos en 1955 por Christian de Duve, son orgánulos intracelulares con 
función degradativa. Se componen de una bicapa lipídica en la que se insertan numerosas 
proteínas que controlan diferentes procesos de la fisiología del lisosoma como el transporte 
de sustancias desde el citosol al lumen y viceversa, la acidez del contenido del lisosoma y la 
fusión del mismo con otras estructuras. En el lumen lisosomal existen numerosas enzimas 
hidrolíticas encargadas de degradar los sustratos que son transportados al interior. El mante-
nimiento de un pH ácido en el lumen es esencial para una función óptima de estas proteínas y 
para ello existen canales iónicos y bombas iónicas. Para evitar la acción de las hidrolasas sobre 
las diferentes proteínas que componen la membrana, éstas están altamente glicosiladas (Pohl 
et al., 2009). 
3.1 Origen de los lisosomas
La biogénesis lisosomal puede ocurrir por dos procesos diferentes: la biogénesis de novo o la 
ALR.
3.1.1 Biogénesis de novo
La formación de nuevos lisosomas requiere de la llegada de componentes de las vías endoso-
mal y autofágica y de la biosíntesis de nuevos componentes. Las hidrolasas lisosomales son 
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sintetizadas, N-glicosiladas y plegadas en el Retículo Endoplásmico (ER). Posteriormente son 
transportadas a la cara Cis del Aparato de Golgi. Allí se unen a residuos de Manosa-6-fosfato 
que permiten su reconocimiento por uno o dos receptores de Manosa-6-fosfato (MPRs) en 
la red trans Golgi (TGN) para ser trasportadas en vesículas hasta los lisosomas  (Coutinho et 
al., 2012). En los últimos años se ha avanzado en el conocimiento de cómo las proteínas de la 
membrana lisosomal alcanzan la misma. Algunas de ellas lo hacen de forma indirecta a través 
de la superficie celular y su posterior endocitosis mientras que otras abandonan la TGN a tra-
vés de vesículas de clatrina que las transportan hasta los lisosomas  (Braulke and Bonifacino, 
2009). Las proteínas integrales de la membrana lisosomal están por lo general altamente gli-
cosiladas para protegerse de la acción de las hidrolasas del interior lisosomal (Hunziker and 
Geuze, 1996). Muchas de ellas son esenciales para que se complete la biogénesis pues se trata 
de transportadores iónicos que regulan los gradientes necesarios para la correcta acción de las 
proteasas. Entre ellas destaca la H+ ATPasa que regula el paso de protones hacia el interior del 
lisosoma, siendo la responsable de que el pH allí se sitúe en torno a 4,8 a diferencia del pH 
citosólico cercano a 7.
Respecto a la composición lipídica de las membranas lisosomales, si bien se ha caracterizado 
poco, se sabe que es diferente a la de la membrana plasmática. Mientras que el colesterol se 
sitúa casi exclusivamente en las membranas de las vesículas del interior de los cuerpos multi-
vesiculares estando casi ausente en los lisosomas, el BMP/LBPA (Bis-monoacilglicerofosfato/
ácido lisobifosfatídico) está presente de forma prácticamente exclusiva en estos organelos 
(Möbius et al., 2003) que también están enriquecidos en otros lípidos aniónicos como el fos-
fatidilinositol y el dolicol fosfato (Schulze et al., 2009). Esto implica la necesidad de una re-
gulación muy fina de la composición lipídica a lo largo de la ruta endosomal y en el lisosoma 
cuyo mantenimiento es esencial para que las proteínas que, o bien requieren de ciertos lípidos 
para su funcionamiento o bien se encargan de la degradación de los mismos, coincidan en el 
lugar adecuado en el momento adecuado.
3.1.2 Reformación autofágica de lisosomas 
Otra vía para la formación de nuevos lisosomas consiste en su reciclaje a través de la ALR. Este 
proceso se da en condiciones de ayuno y fue descrito en 2010 (Yu et al., 2010).  Está contro-
lado por la proteína mTOR (mammalian target of Rapamycin) que se activa tras la inducción 
de la autofagia mediada por ayuno atenuando la iniciación autofágica y generando túbulos 
proto-lisosomales. Estos últimos se separan de los AL y progresan hacia la formación de un 
lisosoma funcional que carece de los componentes característicos del AP (Yu et al., 2010). En 
la cascada de señalización que controla la formación de los túbulos proto-lisosomales parti-
cipan fosfatidilinositoles que regulan el reclutamiento de la clatrina que a su vez es capaz de 
inducir una curvatura en la membrana que lleva a la formación del prototúbulo y a su escisión 
del proto-lisosoma (Rong et al., 2012).
3.2 Control genético de la biogénesis autofágica y lisosomal
 Los mecanismos que controlan la expresión de genes implicados en el proceso autofágico 
fueron descritos en 2011 por Settembre C y colaboradores. El factor de transcripción deno-
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minado Transcription Factor EB (TFEB) juega un papel clave (Settembre et al., 2011) siendo 
además el regulador principal de la biogénesis de lisosomas (Sardiello et al., 2009). Esto de-
muestra la estrecha relación entre las vías lisosomal y autofágica.  En células en las que se 
induce autofagia mediada por ayuno se activa un programa transcripcional por la relocaliza-
ción desde el citoplasma al núcleo del TFEB (Settembre et al., 2011). En el núcleo, este factor 
de transcripción se uniría directamente a los promotores de los sitios denominados E-Box 
que controlan la expresión de una red génica denominada CLEAR (Coordinated Lysosomal 
Expression and Regulation) que comprende al menos 421 genes  implicados en la iniciación y 
progresión de las diferentes etapas de la autofagia, la ALR y la formación de nuevos lisosomas 
(Palmieri et al., 2011). Recientemente se ha descrito el papel protector del TFEB ante un daño 
a los lisosomas (Settembre et al., 2012) como ocurre en la enfermedad de Pompe, una LSD 
donde se acumula el glucógeno en estos organelos (Spampanato et al., 2013). También se ha 
descrito la influencia del TFEB en el catabolismo lipídico ligando la autofagia mediada por 
ayuno al control del metabolismo celular lo que le confiere un papel protector en ratones que 
sufren síndrome metabólico (Settembre et al., 2013). Estos resultados evidencian el potencial 
terapéutico de la estimulación farmacológica de TFEB para el tratamiento de multitud de pa-
tologías que cursan con defectos en cualquiera de las vías que controla.
3.3 Función del lisosoma y patologías asociadas
3.3.1 Función de los lisosomas
Como se ha comentado, la principal función de los lisosomas en la célula es la degradación de 
macromoléculas que son transportadas por diferentes vías hasta su interior. Esta función se 
lleva a cabo por más de 50 enzimas hidrolíticas entre las que destacan fosfatasas, glicosida-
sas, lipasas, sulfatasas, nucleasas, y proteasas (Česen et al., 2012). Mutaciones en estas pro-
teínas dan lugar a las LSDs. Entre las enzimas hidrolíticas las proteasas y especialmente las 
Catepsinas destacan por su papel en la homeostasis celular,  en  la inducción de determinados 
tipos de muerte celular y en el desarrollo de diversas LSDs. Las Catepsinas son endopeptida-
sas poco específicas que cortan los sustratos en residuos básicos o hidrofóbicos. Las excepcio-
nes son las Catepsinas H y B que pueden actuar como exopeptidasas o endopeptidasas y las 
Catepsinas Z (o X) y C que actúan exclusivamente como exopeptidasas. Según el aminoácido 
en el que ejecutan el corte las Catepsinas se clasifican en serina proteasas (Catepsinas A y G), 
cisteína proteasas  (B, C, F, H, K, L1, L2, O, S, W, Z (o X)) o aspartil proteasas (D y E). Algunas 
Catepsinas han sido implicadas en vías de muerte celular que se inducen a consecuencia de 
fenómenos exógenos o endógenos que producen un daño en la membrana lisosomal. Este 
fenómeno se conoce como Permeabilización de la Membrana Lisosomal (LMP) (Česen et al., 
2012).
3.3.2 Permeabilización de la Membrana Lisosomal 
La LMP es un fenómeno que se caracteriza por una relocalización de componentes del lumen 
lisosomal al citoplasma de la célula. Esto produce una acidificación del citoplasma, una pérdi-
da de la función lisosomal y la salida de proteasas entre las que destacan las Catepsinas B, D y 
L cuya actividad se mantiene a pH neutro. Cuando estas proteasas salen al citosol, debido a su 
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relativa inespecificidad y su eficiencia a pH neutro, pueden ser iniciadores de vías que llevan 
a la activación no controlada de caspasas y calpaínas y en último término a la muerte celular 
(Boya and Kroemer, 2008). 
Existen numerosos inductores de la LMP como Especies Reactivas de Oxígeno (ROS),  lípidos 
como la esfingosina, patógenos, drogas tales como la estaurosporina, agentes lisomotrópicos, 
o proteínas como p53, Bax (Bcl 2 associated X protein), o las propias catepsinas que pueden 
Figura I3. Permeabilización de la Membrana Lisosomal.                           Adaptado de Boya P y Kroemer G, Oncogene, 2008
(A) La permeabilización de la membrana lisosomal puede ser iniciada por numerosos efectores como fármacos (estau-
rosporina, agentes lisomotrópicos o agentes que desestabilizan los microtúbulos), patógenos (virus y bacterias), espe-
cies químicas endógenas (ROS), lípidos (esfingosina), o por proteínas (p53, Bax, Catepsina B, o algunas caspasas). (B) 
La iniciación del proceso de LMP por agentes inductores se acompaña de una acidificación del citosol así como de la 
salida de hidrolasas como Catepsina B (CB) y Catepsina D (CD) al citosol. Éstas son capaces de inducir muerte celular 
que puede depender o no de señalización mitocondrial a través de caspasas. La inducción de una forma u otra depende 
a su vez de factores como la intensidad de la LMP, los niveles de expresión de las hidrolasas lisosomales, las concen-
traciones citosólicas de inhibidores de catepsinas, el estado funcional de las mitocondrias o las concentraciones de las 
diferentes caspasas y sus antagonistas.
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potenciar la LMP una vez que ya se ha iniciado (Boya and Kroemer, 2008) (Fig.I3). La na-
turaleza del sustrato inductor es importante pues la salida de Catepsinas al exterior puede 
promover diferentes tipos de muerte celular dependiendo del mismo. Así, por ejemplo, se 
ha descrito que un incremento en ROS puede provocar la salida de Catepsina D al citosol 
e inducir la vía clásica apoptótica que se traduce en una salida de citocromo c desde la mi-
tocondria al propio citosol y la activación de caspasas. Además, se ha descrito que esta vía 
también puede ser activada por Catepsina B ante numerosos estímulos y así la muerte celular 
estaría mediada, en el caso de ambas catepsinas, por la truncación activadora de una proteína 
proapoptótica que se denomina Bid (BH3 interacting-domain death agonist). La Catepsina B 
puede también relocalizarse al núcleo e inducir daños en el ADN que llevan a la fragmenta-
ción del mismo y  a la apoptosis (Boya and Kroemer, 2008). Cabe destacar que la LMP ha sido 
implicada en numerosas enfermedades como la EA (Noonan et al., 2010), la EP (Dehay et al., 
2010), la Enfermedad de Niemann Pick tipo C (Amritraj et al., 2009), la isquemia cerebral 
(Windelborn and Lipton, 2008) o el cáncer (Marques et al., 2013).
3.3.3 Enfermedades de depósito lisosomal
Hasta la fecha se han descrito cerca de cincuenta LSDs diferentes. Si bien son consideradas 
enfermedades raras de forma individual si se toman en conjunto afectan a 1 de cada 8000 
nacimientos. Las LSDs son enfermedades genéticas recesivas, provocadas por mutaciones 
en proteasas o proteínas estructurales de lisosomas y endosomas tardíos que derivan en la 
acumulación aberrante de lípidos o subproductos de origen lipídico. Estas enfermedades se 
agrupan según el lípido o subproducto tal como se muestra en la siguiente tabla: 
Grupo Biomolécula 
acumulada
Ejemplos Proteína implicada
Glucogenosis Glucógeno Enfermedad de Pompe Alfa-glucosidasa ácida
Glucoproteinosis Galactósidos, 
Glicoproteínas, 
Glicolípidos
Galactosialidosis Catepsina A 
Mucopolisacaridosis Glucosaminogli-
canos
Mucopolisacaridosis tipo II 
o Síndrome de Hunter
Mucopolisacaridosis tipo 
III o Síndrome de San-
filippo tipo A, B, C, D
Iduronato-2-Sulfatasa
 
Heparan sulfamisasa (A), 
N-Acetilglucosaminidasa 
(B), Heparan-N-glucos-
amina N-Acetiltransferasa 
(C), N-acetilglucosamina 
6-sulfatasa (D)
Esfingolipidosis Esfingolipidos Enfermedad de Gaucher
Enfermedad de Niemann 
Pick tipos A y B 
 
Enfermedad de Fabry
Glucocerebrosidasa
Esfingomielinasa ácida    
 
Alfa-galactosidasa
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En general, estas enfermedades tienen carácter pediátrico afectando principalmente a niños 
y adolescentes aunque la severidad y edad de inicio es variable y suele depender de la activi-
dad residual que la mutación permite en  la proteína afectada. Las LSDs afectan a diversos ór-
ganos del individuo enfermo aunque un rasgo común a la mayoría es la afectación del hígado 
(hepatomegalia) y del bazo (esplenomegalia) que adquieren un tamaño mayor. También son 
frecuentes los problemas en pulmones y corazón y, en las formas más severas, la disfunción 
neurológica que deriva en una ineficiente coordinación motora, retraso mental e incluso de-
mencia (Ledesma et al., 2011; Klein and Futerman, 2013). Histopatológicamente todas ellas 
se caracterizan por la acumulación de vacuolas y cuerpos multilamelares que contribuirían a 
la muerte celular selectiva y progresiva. En el cerebro las células de Purkinje del cerebelo son 
especialmente vulnerables (Ledesma et al., 2011; Elrick et al., 2010).
3.3.4  LSDs y autogafia
Como se ha mencionado anteriormente, el lisosoma controla la correcta terminación del pro-
ceso de degradación autofágico. De acuerdo con esto existen evidencias de que la autofagia 
podría estar afectada en algunas LSDs y esta disfunción estaría contribuyendo de forma deci-
siva en la enfermedad. Sin embargo, es también cada vez más evidente que el paso en el que la 
autofagia está alterada varía dependiendo de la LSD, siendo crucial determinar concretamen-
te la etapa afectada de cara a una posible intervención terapéutica (Lieberman et al., 2012). 
Por ejemplo, se ha descrito que en la enfermedad de NPC, causada por una acumulación de 
colesterol en endosomas tardíos y lisosomas, existe una inducción exacerbada de la autofa-
gia mediada por Beclin-1 (Pacheco et al., 2007). Además, en esta misma enfermedad ha sido 
descrita una acumulación de ALs debido a una ineficiente degradación lisosomal mediada por 
un descenso en la actividad de la Catepsina B (Elrick et al., 2012). Una menor actividad de 
Catepsina B, así como de Catepsina D acompañadas de una disfunción autofágica han sido 
también descritas en una de las variantes de la enfermedad de Gaucher (Tatti et al., 2012). 
En otras enfermedades como en la deficiencia de sulfatasa múltiple y la mucopolisacaridosis 
tipo IIIA se ha descrito un bloqueo en la fusión entre APs y lisosomas que deriva en un menor 
número de ALs y en la acumulación de subproductos de la degradación autofágica como la 
proteína P62 que lleva a su vez a la acumulación de proteínas poli-ubiquitinadas (Korolchuk 
et al., 2009). Se ha sugerido que el mecanismo molecular por el que se produce esta deficiente 
GM1-Gangliosidosis Gangliósido 
GM1
Gangliosidosis tipo I GM1 Beta-galactosidasa
GM2-Gangliosidosis Gangliósido 
GM2
Enfermedad de Sandhoff
Enfermedad de Tay Sachs
Hexosaminidasas A y B 
 
Hexosaminidasas A y S
Mucolipidosis Mucopolisacári-
dos
Mucolipidosis tipo IV Mucolipina 1
Ceroidolipofuscinosis Lipopigmentos Enfermedad de Batten CLN3
Otras lipidosis Otros lípidos 
como el coles-
terol
Enfermedad de Niemann 
Pick tipo C y D
NPC1 (C), NPC2 (D)
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degradación lisosomal se debe a que altos niveles de colesterol en los lisosomas secuestrarían 
de forma aberrante algunas proteínas solubles del complejo SNARE impidiendo su correcta 
inserción en la membrana y su reciclaje desde la misma. Estas proteínas son esenciales para la 
correcta fusión de APs y lisosomas y por tanto en estas dos enfermedades se produce un blo-
queo de este proceso (Fraldi et al., 2010). En la enfermedad de Pompe (en la que se acumula 
glicógeno en los lisosomas) se ha atribuído  a la disfunción autofágica un papel crucial en el 
desarrollo de la patología (Nascimbeni et al., 2012) aunque el mecanismo molecular afectado 
no se conoce. El objetivo de esta tesis ha sido determinar si existen alteraciones autofágicas 
en la enfermedad de Niemann Pick tipo A y cuál es el mecanismo molecular que las provoca.
3.3.5 Enfermedad de Niemann Pick tipo A
La NPA es una esfingolipidosis incluída dentro del grupo de las LSDs. Está causada por mu-
taciones con pérdida de función en el gen de la Esfingomielina Fosfodiesterasa 1 o ASM 
(SMPD1). Este gen se sitúa en el cromosoma 11p15.1-p15.4 con una longitud de 5 kilobases 
que comprenden 6 exones. El gen codifica para la ASM, una glicoproteína de 629 aminoácidos 
localizada principalmente en los lisosomas que se encarga de la  degradación de la SM hidroli-
zándola a ceramida y fosfocolina.
La enfermedad fue descrita en 1914 por el pediatra alemán Albert Niemann y en 1930 se 
identificó a la SM como el lípido que se acumula principalmente en los tejidos de los pacientes 
(CROCKER, 1961) (Brady et al., 1966). Posteriores estudios han permitido identificar más de 
100 mutaciones diferentes en el gen de la ASM (Lan et al., 2009) que dependiendo del grado 
en el que afectan a la actividad de la enzima dan lugar al tipo A (casi total pérdida de función) 
o al tipo B (función residual superior al  5% de la normal) (NPB). Se estima que la suma de 
los tipos A y B afecta en torno a 0,5-1 de cada 100.000 nuevos nacimientos, aunque proba-
blemente estos datos subestiman la verdadera tasa debido a que en muchos países del norte 
de África, donde es especialmente abundante, no existe un registro adecuado de todos los 
casos (Schuchman, 2009). Mientras que el tipo A afecta principal aunque no exclusivamente 
a judíos Ashkenazi, NPB parece ser independiente de la etnia. El 90% de los casos de NPA 
están causados por tres mutaciones: una deleción puntual de un solo nucleótido en la prolina 
330 (fsP330) que origina un cambio de lectura, y dos mutaciones sin sentido, una que lleva 
a la sustitución de una leucina por una prolina en el aminoácido 302 (L302P) y la otra que 
lleva a la sustitución de una arginina por una leucina en el aminoácido 496 (R496L). La NPB 
es mucho más heterogénea a nivel genético, aunque la mutación más frecuente produce una 
deleción de tres bases que lleva a la pérdida de una arginina en la posición 608 (ΔR608) (Lan 
et al., 2009).
La NPA se caracteriza por el desarrollo de hepatoesplenomegalia (que da lugar a inflamación 
abdominal e ictericia) e insuficiencia pulmonar y cardiaca. La afectación neurológica, que 
conduce a la muerte del paciente antes de los tres primeros años de vida, causa la pérdida de 
coordinación motora y la ataxia (ya que las células de Purkinje del cerebelo están especial-
mente afectadas), retraso mental y demencia (Ledesma et al., 2011). Por el contrario, la NPB 
no cursa con problemas neurológicos. 
54
INTRODUCCIÓN
No existe una cura para ninguna de las variantes y tan sólo se administran fármacos que in-
tentan paliar algunos de los efectos de la enfermedad. En la actualidad se está llevando a cabo 
un ensayo clínico para la variante B basado en la infusión de ASM recombinante en lo que se 
conoce como terapia de reemplazo de enzimas (ERT) (Hollak et al., 2012). Esta estrategia ha 
dado buenos resultados en el tratamiento de síntomas no neurológicos en modelos murinos 
(Desnick and Schuchman, 2002) pero no es eficaz para NPA ya que la enzima recombinante 
no atraviesa la barrera hematoencefálica. Por ello es prioritario profundizar en el conocimien-
to de los fenotipos y mecanismos moleculares que  determinan la afectación neurológica con 
el objetivo de encontrar fármacos capaces de actuar en las vías afectadas. El uso de ratones 
transgénicos en los que se ha delecionado el gen SMPD1 (ASM-/-) y que mimetizan la NPA 
(Horinouchi et al., 1995) (Otterbach and Stoffel, 1995) está ayudando a conocer estos meca-
nismos. Las neuronas de estos ratones acumulan SM no sólo en los lisosomas sino también 
en la membrana plasmática y sináptica (Galvan et al., 2008; Camoletto et al., 2009). Esto 
podría responder a la presencia de una pequeña fracción de la enzima en la superficie celular 
(Grassme et al., 2001). Entre las alteraciones provocadas por la acumulación de la SM en es-
tos sitios celulares está la distribución no polarizada de moléculas axonales debido a una defi-
ciente endocitosis (Galvan et al., 2008). La acumulación de la SM también afecta a la sinapsis 
de los ratones ASM-/- disminuyendo el número de vesículas en aposición a la membrana lo 
que altera la plasticidad presináptica (Camoletto et al., 2009) y reduciendo el tamaño de las 
espinas dendríticas (Arroyo et al., 2014). En esta tesis los ratones ASM-/- (Horinouchi et al., 
1995) han sido una herramienta básica para analizar las alteraciones de la autofagia en el 
cerebro. 
OBJETIVOS
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Proponemos que la acumulación aberrante de la SM en las membranas de distintos compar-
timentos celulares altera el proceso de la autofagia en células deficientes en ASM teniendo 
consecuencias deletéreas que contribuyen a la patología de NPA.
Mediante el análisis del cerebro de ratones carentes de ASM y de fibroblastos de pacientes 
NPA pretendemos determinar:
1.  Si la deficiencia de ASM altera el proceso autofágico y en qué etapa
2.  Las causas y las consecuencias de la alteración en autofagia
3.  El mecanismo molecular subyacente
4.  Estrategias que reviertan las alteraciones en autofagia

materiales y métodos
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MATERIALES Y MÉTODOS
1. ANTICUERPOS
Los anticuerpos primarios empleados en la inmunodetección de proteínas por Western Blot 
(WB) y por inmunohistoquímica (IHQ) se describen en la tabla I. En los ensayos de WB se 
emplearon como anticuerpos secundarios conejo anti-ratón a una dilución 1/1000 (DAKO), 
cabra anti-conejo a una dilución 1/1000 (DAKO) y  conejo anti-cabra 1/1000 (DAKO). En 
los estudios inmunohistoquímicos se emplearon los anticuerpos secundarios anti-conejo y 
anti-ratón conjugados con biotina, a una dilución 1/200 (Vectastain Elite ABC Kit, Vector 
Laboratories). En los estudios de inmunofluorescencia se utilizaron anticuerpos secundarios 
anti-ratón Alexa 555, anti-conejo Alexa 488,  y anti-rata Alexa 555 (Invitrogen) a una dilución 
1:500.
Anticuerpo Proteína Especie Referencia Dilución 
WB
Dilución 
IHQ
Dilución 
IF
Lamp-2 Lysosomal 
associated 
protein 2
Conejo Invitrogen 1:500 - -
Lamp-1 Lysosomal 
associated 
protein 1
Rata DSHB (1D4B) - - 1:100
LC3 Autophagy 
related 8/ 
Microtubule-
associated 
proteins 
1A/1B light 
chain 3
Conejo Sigma-Aldrich 1:500 - -
Atg-5 Autophagy 
related pro-
tein 5
Conejo Sigma-Aldrich 1:2000 - -
Beclin-1 Beclin-1 Ratón Santa Cruz Biotechnology 1:1000 - -
Ubiquitina Ubiquitina Conejo Dako 1:500 1:50 -
SQSTM1/
P62
Sequesto-
some 1/ P62
Ratón BD Transduction Labora-
tories
1:1000 - -
SQSTM1/
P62
Sequesto-
some 1/ P62
Cobaya ProGen (GP62-C) 1:1000 - -
EGFR Receptor 
del factor de 
crecimiento 
epitelial
Conejo Santa Cruz Biotechnology 1:100 - -
Catepsina B Catepsina B Conejo Calbiochem 1:1000 - 1:100
b-actina b-actina Ratón Sigma-Aldrich 1:5000 - -
a-tubulina a-tubulina Ratón Sigma-Aldrich 1:5000 1:500 -
GAPDH GAPDH Ratón Abcam 1:20000 - -
CD63 Cluster of 
Differentia-
tion 63
Ratón Developmental Studies 
Hybridoma Bank
- - 1:100
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2. RATONES Y TRATAMIENTO DE TEJIDOS
2.1 Ratones
Los estudios se llevaron a cabo en ratones C57BL/6 en los que se ha suprimido la expresión 
del gen SMPD1 que codifica para la ASM por inserción de una construcción de neomicina en 
el exón 2 del gen tal como se describe en (Horinouchi et al., 1995). Estos ratones desarrollan 
un fenotipo muy similar al de los pacientes de NPA (Horinouchi et al., 1995). Como controles 
se usaron ratones hermanos que no habían heredado la mutación derivados de cruces de he-
terocigotos. Para los estudios de esta tesis se usaron ratones de 3 meses en los que se pueden 
observar los cambios que ocurren en las etapas iniciales de la enfermedad y ratones de 6 me-
ses en los que se pueden observar cambios acaecidos en etapas finales de la enfermedad. La 
esperanza de vida de estos ratones es de 7-8 meses.
Los ratones se mantuvieron en el animalario del Centro de Biología Molecular “Severo Ochoa” 
(CBMSO). Se agruparon en un número máximos de cinco por jaula, con comida y agua dispo-
nible ad libitum y se mantuvieron en un ambiente de temperatura controlada siguiendo un 
ciclo de luz-oscuridad de 12 y 12 horas respectivamente con el  inicio de la luz a las 7 a.m. El 
empleo de animales de experimentación se llevó a cabo siguiendo las directrices establecidas 
por la Unión Europea (86/609/EEC) y aprobadas por la comisión de experimentación animal 
del Centro de Biología Molecular Severo Ochoa (CECA-CBMSO).
2.2 Sacrificio de ratones, disección y tratamiento del tejido
Todos los animales empleados fueron sacrificados mediante dislocación cervical. A continua-
ción, se diseccionaron para obtener el encéfalo. Uno de los hemisferios cerebrales se destinó a 
técnicas inmunohistoquímicas, para lo cual se fijó en paraformaldehído (PFA) al 4 % durante 
24 horas a 4ºC tras las que se pasó a una solución crioprotectora de sacarosa al 30 % en tam-
pón fosfato salino (PBS). El otro hemisferio se diseccionó para obtener el cerebelo completo 
que se homogeneizó como se describirá más adelante. Los hemisferios fijados y crioprotegi-
dos se recuperaron, secaron e incluyeron en bloques de Tissue-Tek OCT (Sakura) para la pos-
terior obtención de secciones sagitales del tejido de 30 mm de grosor con un criostato (Leica). 
Las secciones se recogieron en una solución crioprotectora compuesta por etilenglicol al 30 
%, glicerol al 26 % y tampón fosfato 0,1M pH 7.
2.3 Genotipado mediante PCR
Para determinar el genotipo de los ratones se extrajo el ADN genómico de una pequeña 
porción de cola de los animales. La porción de cola fue digerida con 10 mg/ml proteinasa K 
(Merck) en tampón de lisis (NaCl 100 mM, EDTA 100mM, Tris-HCl 50 mM pH 8, 1 % SDS) a 
NBR1 Neighbor of 
BRCA1 gene 
1 protein
Ratón Santa Cruz Biotechnology 1:500 - -
Fractina Fragmento 
N-terminal 
de la Actina
Conejo Lifespan Bioscience - - 1:250
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60ºC durante dos horas. El ADN se precipitó con isopropanol y se lavó con etanol frío median-
te centrifugación para ser posteriormente resuspendido en agua miliQ estéril. La reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis y Faloona, 1987) se realizó en un medio que contenía 
el tampón de la Taq ADN polimerasa (5X), dNTPs 0,25mM, MgCl2 1,5mM, oligo sentido 0,5 
mM, oligos antisentido 0,5mM, 1ml de DNA y 1,25U de Taq ADN polimerasa (Promega), en 
un volumen final de 12 ml. Para la amplificación con un termociclador se usó un programa 
consistente en 30 ciclos de 93 ºC 1 min, 58 ºC  1 min, 72 ºC 1 min con un oligonucleótido 
sentido que reconocía el gen de codificante de la ASM (AGCCGTGTCCTCTTCCTTAC) y dos 
oligonucleótidos  antisentido; uno de ellos que reconocía el inserto de resistencia a neomi-
cina (GGCTACCCGTGATATTGCTG) y otro que reconocía el exón 2 del gen de la ASM (CGA-
GACTGTTGCCAGACATC). Como resultado de la misma en ratones control (+/+) se detectó 
una única banda de 269 pb correspondiente al gen endógeno, en ratones homocigotos para el 
noqueo del gen (-/-) se detectó una única banda de 523 pb y en ratones heterocigotos para el 
noqueoW del gen (-/-) se detectaron ambas bandas (Fig.MM1) (Horinouchi et al., 1995).
3. CULTIVOS CELULARES
3.1 Cultivos de fibroblastos primarios derivados de pacientes
Para los estudios desarrollados en esta tesis se adquirieron cuatro líneas de fibroblastos pri-
marios derivados de humanos del banco del Instituto Coriell. Los números de catálogo y las 
características de las mismas son:
• AG06234: Correspondiente a un hombre adulto de 17 años y raza caucásica. Esta 
línea carece de mutaciones descritas y por tanto fue utilizada como control.
• AG07471: Correspondiente a una mujer de 32 años y raza caucásica. Esta línea 
ASM-/-ASM+/-ASM+/+
269 pb
523 pb
Figura MM1. Genotipado de ratones por PCR.
Fotografía de un gel de agarosa contrateñido con  Bromuro de Etidio. Se observa como en el caso de los ratones ASM 
+/+ se detecta un único producto de PCR de 269 pb. En el caso de los ratones ASM -/- el producto de PCR es de 523 pb, 
mientras que en ratones ASM +/- se pueden detectar ambos productos.
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carece de mutaciones descritas previamente y por tanto fue utilizada como control.
• GM13205: Correspondiente a una niña de 2 años y etnia judía Ashkenazi. Esta 
línea posee una deleción en una única citosina del exón 2 en el codón 330 del gen 
SMPD1 resultando en un codón de parada prematuro. Esta línea fue utilizada como 
modelo de Niemann Pick tipo A (NPA).
• GM16195: Correspondiente a un niño de edad desconocida y etnia judía Askhena-
zi. Esta línea posee un substitución de una timina por una citosina en el nucleótido 
905 (CTT>CCT) en el gen de la SMPD1 que deriva en una transición leucina a prolina 
en el codón 302.  Esta línea fue utilizada como modelo de NPA.
Las células fueron mantenidas en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) com-
pleto (DMEM, Suero Fetal Bovino al 10%, Glutamina al 1% y antibióticos (penicilina/estrep-
tomicina). 
3.2 Cultivos primarios de neuronas 
Los cultivos de neuronas primarias disociadas fueron preparados siguiendo el protocolo des-
crito en (Dotti et al., 1988) y (Kaech and Banker, 2006). Se diseccionó el cerebro y se extrajo 
el hipocampo de embriones de ratones en el día 18 de gestación (E18)  en medio HBSS (Hanks 
Buffer Salt Solution Ca2+ and Mg2+ free, GIBCO Invitrogen, Carlsbad, California, EEUU). El 
hipocampo se digirió con tripsina 0,25% (GIBCO Invitrogen, Carlsbad, California, EEUU) du-
rante 15 minutos a 37 ºC. A continuación se disoció el tejido con ayuda de una pipeta pasteur, 
se respuspendió en medio MEM (Minimum Essential Media, GIBCO Invitrogen, Carlsbad, 
California, EEUU) conteniendo glucosa 20 %, suero de caballo (Horse Serum heat inactiva-
ted, Invitrogen, New Zealand) y antibióticos (Penicilina y estreptomicina) y se plaquearon 
las neuronas a una densidad de 4x 103 células/cm2 sobre cubreobjetos. Una vez adheridas las 
neuronas al sustrato después de tres horas, los cubreobjetos se trasladaron a una placa que 
contenía medio NB27 (Neurobasal suplementado con B27), Glutamax-I (GIBCO Invitrogen, 
Carlsbad, California, EEUU). Los cultivos se mantuvieron durante 13 días, momento en el 
que se considera que las neuronas han alcanzado la madurez.
4. ANÁLISIS BIOQUÍMICOS
4.1 Preparación de extractos proteicos
Los extractos totales de proteína procedentes de tejido cerebral se homogeneizaron en tam-
pón MES (sal 2-(N-Morpholino) ethanesulfonica) 25 mM pH7, EDTA (ácido etilendiami-
notetraacético) 2mM, NaF 1mM, inhibidores de fosfatas de Sigma-Aldrich e inhibidores de 
proteasas (COMPLETE™ de Roche). 
4.2 Medida de la concentración de proteínas por el método del ácido 
bicinconínico (BCA)
La concentración de proteínas fue determinada mediante un kit comercial basado en un mé-
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todo colorimétrico (BCA Protein Assay kit; Thermo Fisher Scientific, Rockfold, IL, EEUU). 
Este método se basa en la capacidad de las proteínas para reducir los iones Cu2+ a Cu+ en me-
dio alcalino (reacción de Biuret). El resultado de esta reacción es un color púrpura debido a la 
formación de ácido bicinconínico. La reducción de los cationes cobre está causada principal-
mente por cuatro residuos aminoacídicos de las proteínas entre los que se incluyen cistina o 
cisteína, tirosina y triptófano. La concentración de proteína se calcula interpolando los datos 
de absorbancia a 562 nm en una recta patrón elaborada en base a concentraciones conocidas 
crecientes de 20 a 2000 mg/ml de albúmina sérica bovina (BSA, Sigma-Aldrich) diluida en 
agua.
4.3 Electroforesis, electrotransferencia e inmunodetección (Western 
Blot)
Los extractos proteicos se hirvieron a 99 ºC durante 5 minutos en tampón de carga de elec-
troforesis con una concentración final de  Tris pH 6.8 125mM, dodecil sulfato sódico (SDS) 
1 %, glicerol 3,48%, b-mercaptoetanol 0,4 %  y azul de bromofenol 0,00012 %. Las proteínas 
fueron separadas en geles de poliacrilamida en presencia de SDS, y, posteriormente, electro-
transferidas a membranas de nitrocelulosa o de Polifluoruro de Vinilideno (PVDF) utilizando 
el sistema Mini-Protean  de Bio-Rad (300mA durante 1 hora). Para comprobar la eficiencia de 
la transferencia, las membranas se tiñeron con Rojo Ponceau. A continuación, se bloquearon 
con leche en polvo desnatada al 5 % (p/v) en PBS-0.1 % Tween-20 (v/v) durante 45 minutos, 
tras lo cual se procedió a la incubación con el anticuerpo primario diluido en medio de bloqueo 
toda la noche a 4ºC. Los anticuerpos primarios utilizados y sus respectivas concentraciones 
quedan resumidos en la tabla I. Después, las membranas se lavaron 3 veces durante 10 minu-
tos con PBS-0.1 % Tween-20. Para la inmunodetección se usaron anticuerpos secundarios de 
conejo anti-ratón o cabra anti-conejo acoplados a peroxidasa, diluidos en medio de bloqueo 
(1/1000) (Dako). Las membranas se incubaron durante 45 minutos con los anticuerpos se-
cundarios para posteriormente lavarse 3 veces durante 10 minutos con PBS-0.1 % Tween-20. 
Las proteínas reconocidas por los anticuerpos se visualizaron utilizando el sistema ECL de 
PerkinElmer en una cámara digital ImageQuant LAS4000 mini (GE Healthcare). Los valores 
de densitometría  de las bandas producidas por los anticuerpos deseados y obtenidos con 
el software ImageJ, se normalizaron con respecto a los valores obtenidos con el anticuerpo 
anti-GAPDH (Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa), anti-b-tubulina o anti- b-actina para 
corregir  desviaciones en las cantidades de proteína cargadas. 
4.4 Análisis de la degradación de EGFR
Para detectar posibles problemas en la degradación lisosomal se analizó la degradación del 
Receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR). Este receptor sigue una vía clásica de en-
docitosis tras unirse el ligando al receptor. Los endosomas que contienen el receptor endoci-
tado lo transportan en pocos minutos hasta los lisosomas donde se procede a su degradación 
(Haglund and Dikic, 2012). Para el experimento se plaquearon fibroblastos subconfluentes y 
se substituyó el medio por DMEM con 1% de glutamina, sin suero, durante 16 horas. Poste-
riormente se añadió, sobre ese mismo medio, factor de crecimiento epitelial (EGF) a una con-
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centración final de 100 ng/ ml. Se recogieron extractos celulares en tampón MES tal como se 
ha explicado previamente a tiempos 0, 30, 60 y 120 minutos y se procedió a la inmunodetec-
ción por WB del EGFR con un anticuerpo específico. El porcentaje de eliminación del receptor 
en base a la cantidad de EGFR a tiempo 0 se calculó para cada uno de los puntos temporales 
en cada una de las cuatro líneas de fibroblastos. 
4.5 Purificación de extractos citosólicos 
Para la obtención de extractos citosólicos se siguió un protocolo previamente descrito 
(Nylandsted et al., 2004). Fibroblastos subconfluentes se lavaron 3 veces con PBS  a 4 ºC tras 
lo que se incubaron durante 12-15 min con tampón SCA a 4 ºC (20mM Hepes-KOH pH 7.5, 
10 mM KCl, 1.5 mM Mg Cl2, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA (ácido etilenglicol tetraacético), 250 
mM sacarosa, 1 mM DTT (ditiotreitol), e inhbidores de proteasas COMPLETE™ de Roche) al 
que se añadieron 15 mg/ml de Digitonina. Esta concentración produce la permeabilización de 
la membrana plásmática sin provocar la fragmentación de las membranas internas que sólo 
se produciría a concentraciones de Digitonina mucho más elevadas (Nylandsted et al., 2004). 
Posteriormente se calculó la concentración proteica de los extractos de citosol por el método 
de BCA y se procedió a realizar una electrotransferencia y una inmunodetección por WB de 
los niveles de Catepsina B que fueron normalizados frente a los niveles de la proteína citosó-
lica GAPDH.
4.6 Modulación y determinación de los niveles de colesterol 
Para disminuir los niveles de colesterol celular se tomaron fibroblastos subconfluentes de 
las diferentes líneas utilizadas y se incubaron con Metyl b-Cyclodextrin (b-MCD) (Sigma-Al-
drich) durante 24 horas a una concentración de 300 mM en medio DMEM sin FBS (suero fetal 
bovino). La b-MCD es un oligosacárido cíclico que contiene 7 unidades de glucopiranosa con 
una estructura rígida de forma tubular que le permite secuestrar moléculas pequeñas como el 
colesterol formando complejos (Roux et al., 2007). Para determinar los niveles de colesterol 
después de los tratamientos se utilizaron extractos de fibroblastos lisados en tampón MES y 
el kit comercial de Amplex-Red (Invitrogen). Este kit permite medir los niveles de colesterol 
libre mediante la transformación de colesterol libre en H2O2  y cetona por parte de la enzima 
Colesterol Oxidasa. El H2O2 es transformado, en presencia de Horseradish peroxidase (HRP), 
en resorufina, un producto que emite altos niveles de fluorescencia. Para la determinación 
en extractos de fibroblastos se partió de 1,5 mg de proteína. Tras la reacción, la fluorescencia 
emitida fue detectada mediante el uso de un lector de placas FluoStar OPTIMA (BMG La-
btech) con unas longitudes de onda de 570 nm para la excitación y 585 nm para recoger la 
emisión. En base a una curva estándar de colesterol se interpolaron las medidas para calcular 
la cantidad de este lípido en nuestras muestras. Como control positivo se utilizó H2O2 10 mM 
y como blanco el tampón de reacción.
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5. ANÁLISIS POR MICROSCOPÍA
5.1 Inmunohistoquímica
Secciones de cerebros obtenidas como se explicó en el apartado 2.2. se depositaron en solu-
ción crioprotectora y posteriormente en PBS. A continuación se incubaron con H2O2 al 1 % 
en PBS  durante 45 minutos  para inactivar la peroxidasa endógena del tejido. Se lavaron 2 
veces durante 10 minutos con PBS y se bloquearon utilizando PBS, BSA al 10 %, FBS y Tritón 
X-100 0,2 %. Se incubaron con el anticuerpo primario (ver tabla I) diluido en solución de 
bloqueo durante toda la noche a 4 ºC. Al día siguiente, se realizaron 3 lavados de 10 minutos 
con PBS y las secciones se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado de cabra anti-
conejo durante 1 hora. Se lavaron nuevamente las secciones 3 veces durante 10 minutos con 
PBS y se incubaron 1 hora con el complejo Avidina-peroxidasa (ABC) que reconoce las molé-
culas de biotina acopladas al anticuerpo secundario. Tanto el anticuerpo secundario como el 
complejo ABC, se incluyen en el Kit Elite Vectastain (Vector Laboratorios, Burlingame, CA). 
Finalmente, se realizaron 2 lavados de 10 minutos con PBS y se procedió al revelado, para lo 
cual se aplicó una solución de DAB (3,3´-diaminobencidina tetrahidroclorada; una tableta en 
10 ml de PBS  y 10 ml de H2O2 al 3 %). El DAB se oxida en presencia de H2O2 originando un 
precipitado de color marrón. Cuando el tejido presentó una coloración suficiente, se detuvo 
la reacción pasando las secciones a agua destilada. Por último, se procedió al montaje de las 
mismas en portaobjetos. Como medio de montaje se empleó Prolong Gold (Invitrogen). Las 
fotografías de las secciones se obtuvieron con una cámara ccd monocroma y color SPOT RT 
Slider (Diagnostic) acoplada a un microscopio Axiovert 200 (Zeiss).
5.2 Inmunofluorescencia de tejido
Las secciones bañadas en una solución de tampón fosfato (PB), BSA 1% y Tx-100 1% (solu-
ción de bloqueo) se incubaron con el anticuerpo primario disuelto en esta misma solución 
durante dos noches a 4ºC. Los anticuerpos primarios utilizados quedan resumidos en la tabla 
I. Tras realizar 3 lavados de 10 minutos cada uno con la solución de bloqueo, las secciones 
fueron incubadas con los anticuerpos secundarios de burro Alexa-conjugados (anti-ratón, an-
ti-conejo, anti-cobaya o anti-cabra Alexa 488/555). Después de lavar con solución PB las sec-
ciones se incubaron con DAPI (1/5000) (Calbiochem) durante 10 minutos y se montaron en 
portaobjetos empleándose Prolong Gold  (Invitrogen) como medio de montaje. Las imágenes 
se tomaron con un microscopio de barrido láser confocal LSM 710 acoplado a un microscopio 
vertical AxioImager.M2 (Zeiss).
5.3 Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM)
Para la microscopía electrónica en células adheridas se fijaron fibroblastos de las diferentes 
líneas con PFA al 4 %  más 2 % de Glutaraldehído en PBS. Posteriormente las células se fija-
ron con 2% Tetróxido de Osmio (OsO4) y 1% de ferrocianida durante 60 minutos. Después 
de lavados se incubaron con 0,15 % de ácido tánico en tampón fosfato (PB) 0,1 M durante 1 
minuto. Tras nuevos lavados las células se contrastaron con Acetato de Uranilo al 2 % durante 
1 hora se deshidrataron con concentraciones crecientes de Etanol para ser finalmente embe-
bidas en resina EPON.
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Para la TEM en secciones de cerebelo, los ratones fueron anestesiados mediante inyección 
intraperitoneal de pentobarbital (0,04 mg/kg) (Dolethal; Vetoquinol SA, Francia) y a con-
tinuación perfundidos transcardialmente con 50ml de NaCl 0,9% seguidos de 50ml de 4% 
paraformaldehído (PFA) a pH 7,4 y 2 % glutaraldehído diluidos en PBS. Se realizó un paso 
posterior de fijación dejando los cerebros sumergidos en PFA 4% a 4ºC durante toda la noche 
y al día siguiente se cortaron con ayuda de un vibratomo (Leica) en rodajas de 200 mm de es-
pesor.  Posteriormente se siguió el mismo protocolo que se usó para la preparación de mues-
tras de células adheridas. Una vez incluidas en resina EPON, se realizaron cortes ultrafinos de 
70-75 nm de grosor y se montaron en rejillas para su posterior visualización en un microsco-
pio electrónico (JEM1010 Jeol). Para su cuantificación las células de Purkinje se identificaron 
mediante su posición que bordea la capa granular y por su citoplasma más electrodenso y 
se fotografiaron de forma aleatoria a 8000 aumentos con ayuda de una cámara CMOS 4k 
TemCam-F416 (TVIPS Gauting). El número de vacuolas fue contabilizado en al menos 15 
diferentes células de Purkinje de 2 animales por genotipo o en 25 células por paciente en el 
caso de la microscopía electrónica en fibroblastos. En ambos casos se normalizó el número de 
vacuolas autofágicas totales (en las que se distinguen cuerpos multilamelares o MLBs, ALs y 
otras vacuolas autofágicas o AVs) por el área de citoplasma fotografiado con ayuda del progra-
ma informático ImageJ y el número de vacuolas/mm2 se comparó estadísticamente. 
5.4 Detección de SM con Lisenina por inmunofluorescencia
El marcaje de SM en la membrana plasmática se llevó a cabo mediante tinción con lisenina, 
una toxina derivada de la lombriz Eisenia foetida que es capaz de unir específicamente este 
esfingolípido (Yamaji et al., 1998). Los ensayos se realizaron en cubreobjetos donde se ha-
bían cultivado fibroblastos o neuronas posteriormente fijados con PFA 4 % durante 10 minu-
tos. Para detectar también el marcaje de SM en compartimentos internos las células fueron 
permeabilizadas con Tritón X-100 al 0,1 % y se incubaron con cloruro de amonio (NH4Cl) 
50mM durante 20 minutos para evitar la autofluorescencia. Tras esto se bloquearon con 2% 
albúmina de suero bovino (BSA) y 5 % suero fetal bovino (FBS) en PBS durante 30 minutos 
y se incubaron durante toda la noche con lisenina (Peptanova; Sandhausen, Alemania) a una 
concentración de 0,2 mg/ml y a 4ºC. Tras varios lavados con PBS, las células se incubaron du-
rante una hora a temperatura ambiente con un anticuerpo antisuero policlonal (Peptanova; 
Sandhausen, Alemania) y por último con un anticuerpo secundario, burro anti conejo, con-
jugado con un fluoróforo (Alexa 488) bajo las mismas condiciones. En el caso de las tinciones 
en fibroblastos, tras el paso de la incubación con lisenina, se añadió un anticuerpo contra la 
proteína CD63, una proteína marcadora de la membrana lisosomal, junto con el anticuerpo 
antisuero policlonal. Posteriormente, se incubaron conjuntamente con el anticuerpo secun-
dario necesario para la detección de lisenina y con un anticuerpo secundario anti ratón (Alexa 
555) que permitió detectar la señal de CD63. 
 Las muestras se procesaron en un microscopio confocal LSM510 META (Zeiss) en el caso de 
los fibroblastos o en un microscopio Axiovert200 (Zeiss) en el caso de las neuronas. La cuan-
tificación de lisenina se realizó, en su canal correspondiente, en zonas aleatorias con marcaje 
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positivo para el anticuerpo CD63, correspondiente a lisosomas, en el caso de los fibroblastos 
o a lo largo de las dendritas en el caso de las neuronas determinando la intensidad de píxel 
por unidad de área mediante el software ImageJ. Las intensidades medias se compararon me-
diante análisis estadístico.
5.5 Medición de la Actividad de Catepsina B in vivo
La cuantificación de la actividad de la Catepsina B in vivo, se llevó a cabo mediante el kit 
Magic-Red (Immunochemistry Technologies). Este kit se basa en la proteólisis del sustrato 
fluorogénico cresil violeta unido a la secuencia preferida de corte de Catepsina B (CV-(Arg-
Arg)2). En condiciones basales el fluoróforo no emite fluorescencia pero cuando se produce la 
hidrólisis del dipéptido y se escinde del fluoróforo cresil violeta, éste comienza a emitir fluo-
rescencia. Este substrato modificado es además fácilmente permeable a las células de modo 
que la actividad de la catepsina B puede inferirse del incremento en la fluorescencia a lo largo 
del tiempo. En nuestros experimentos el substrato fue disuelto en PBS según las instruccio-
nes de la casa comercial. Posteriormente, se añadió el substrato a una concentración final 
1/10 sobre células plaqueadas en placas de poliestireno de ocho pocillos (Thermo Scientific). 
Las células se observaron en un microscopio Axiovert 200 (Zeiss) acoplado a una cámara CCD 
monocroma con cambio ultra-rápido de filtros y se fotografiaron cada 4 minutos con una du-
ración total de 32 minutos. La intensidad de fluorescencia a lo largo del tiempo se calculó con 
ayuda del software informático ImageJ. 
5.6 Tinción con Lysotracker-Red
Para determinar la eficiencia en la reacidificación, las diferentes líneas de fibroblastos huma-
nos se plaquearon sobre cubres de cristal y al día siguiente se incubaron con Bafilomicina A1 
(Sigma-Aldrich) a una concentración final de 100 nM durante 16 horas. La Bafilomicina A1 
(Baf A1) es un inhibidor de la H+ ATPasa que por tanto provoca la basificación del interior de 
los lisosomas (Bowman et al., 1988). Posteriormente a la incubación con Baf A1, unas células 
se incubaron directamente con Lysotracker-Red DND99 (Invitrogen) durante 15 minutos a 
una concentración de 100 nM y en otras se sustituyó el medio por uno sin Baf A1 durante 1 
hora, para permitir que los lisosomas pudieran reacidificarse, y después se añadió Lysotracker 
Red DND99 a la misma concentración. Las células se fijaron con PFA al 4% en PBS durante 20 
minutos y los cubreobjetos se montaron con ProLong Gold (Invitrogen). Las imágenes deri-
vadas de la observación en un microscopio confocal LSM510 META se tomaron en todos los 
casos bajo las mismas condiciones. Para la cuantificación se aplicó un umbral mínimo de 800 
para evitar la detección de marcaje inespecífico y con la ayuda del software ImageJ se cuanti-
ficó el número de lisosomas positivos por encima del umbral en cada condición.
5.7 Expresión de proteínas fluorescentes mediante transfección con 
plásmidos 
Para las transfecciones transitorias en fibroblastos primarios humanos se usó el reactivo Li-
pofectamine 2000 Transfection Reagent (Life Technologies) según las instrucciones del fabri-
cante. Brevemente, los fibroblastos de las diferentes líneas se plaquearon a una confluencia 
del 80% sobre cubreobjetos situados en placas de 24 pocillos. Al día siguiente, el medio habi-
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tual se sustituyó por medio OPTI-MEM (Opti-MEM Reduced Serum Medium, Life Techno-
logies). En un tubo eppendorf se mezclaron 0,8 mg de plásmido y 50 mL de OPTI-MEM por 
pocillo y en otro tubo se mezclaron 2 mL de Lipofectamine 2000 Transfection Reagent y 50 ml 
de OPTIMEM por pocillo. Ambos, se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos, 
invirtiéndose los tubos varias veces a lo largo del proceso. Posteriormente, el contenido de 
ambos tubos se mezcló durante 20 minutos. Finalmente se añadieron 100 ml de la mezcla por 
pocillo durante 4 horas tras las cuales se sustituyó todo el medio por DMEM completo. En 
los experimentos de flujo autofágico se utilizó un plásmido que contiene la secuencia de la 
proteína LC3 fusionada a la de la proteína verde fluorescente (EGFP) y a la de la proteína roja 
fluorescente (mRFP)  (tándem fluorescent tagged LC3 o tft-LC3). Este plásmido permite, tal 
como se explica en resultados, diferenciar AP y AL gracias a la sensibilidad que la fluorescen-
cia de la proteína EGFP presenta a pH ácidos (Kimura et al., 2007) (Fig.MM2).
6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO
El análisis estadístico de los resultados se realizó con el programa SPSS 17.0. Los gráficos re-
presentan los valores medios  S.E.M. (error estándar de la media). La normalidad de los datos 
fue comprobada previamente mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. En los casos en 
Figura MM2. Análisis de la fusión entre AP y lisosomas mediante transfección con mRFP-EGFP-LC3.
(A) Esquema que representa la construcción generada por Kimura S y colaboradores consistente en la unión de la 
secuencia de la proteína mRFP y de la proteína EGFP a la de la proteína LC3. (B) A pH ácido la EGFP es rápidamente 
degradada mientras que la mRFP no se ve afectada. Esto permite diferenciar los APs, que tienen pH neutro y por tanto 
se visualizarían en amarillo por la mezcla de las fluorescencias en rojo (mRFP) y verde (EGFP), de los ALs que al tener 
pH ácido  sólo presentan fluorescencia roja correspondiente a mRFP.
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los que la distribución fue normal o paramétrica se llevó a cabo una prueba t- de Student. En 
los casos en los que la distribución resultó ser no normal o no paramétrica se aplicó el test 
U de Mann Withney. En todos los casos el nivel de significación aceptado fue de p<0,05. En 
las gráficas se indica * en p valores menores que 0,05 pero mayores que 0,01, ** en p valores 
menores que 0,01 pero mayores que 0,001 y *** en el caso de p valores menores que 0,001.

resultados
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1. ACUMULACIÓN DE VACUOLAS DE ORIGEN 
AUTOFÁGICO Y DE LISOSOMAS ABERRANTES EN EL 
CEREBELO DE RATONES DEFICIENTES EN ASM 
Las posibles alteraciones en el proceso autofágico debidas a la carencia de ASM se analizaron 
mediante distintas estrategias con las que comparamos el cerebelo de ratones ASM +/+ y 
ASM -/-. Elegimos esta región del cerebro ya que es la zona que se afecta de manera más tem-
prana y acusada tanto en los ratones ASM -/- como en los pacientes de NPA (Horinouchi et 
al., 1995). Los efectos son especialmente evidentes en las células de Purkinje que, en ratones 
ASM -/-, comienzan a morir en estadíos tempranos de la enfermedad (3 meses) y presentan 
una completa degeneración en estadíos tardíos (6 meses) (Sarna et al., 2001). 
Como primera estrategia para determinar la existencia de alteraciones en la vía endolisoso-
mal y autofágica utilizamos la Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM). Las secciones 
de cerebelo de ratones ASM -/- de 3 meses de edad mostraron una evidente acumulación 
de vacuolas de origen autofágico (principalmente APs, ALs, cuerpos multilamelares (MLBs) 
y cuerpos multivesiculares) en el citoplasma de las células de Purkinje que no aparecían en 
ratones ASM +/+ de la misma edad (Fig.R1A). Para la cuantificación del número de vacuolas 
autofágicas, éstas fueron clasificadas como cuerpos multilamelares o MLBs (definidos como 
vacuolas con inclusiones concéntricas lamelares), ALs (definidos como vacuolas con conte-
nido sin degradar) y otras vacuolas autofágicas o AVs (aquéllas vacuolas que no cumplían 
los requisitos de las dos anteriores). El contaje por unidad de área reveló que la cantidad de 
MLBs, ALs y AVs en células de Purkinje de ratones ASM -/- es respectivamente 36, 6 y 7 veces 
mayor que en ratones ASM +/+  (Fig.R1A).
La segunda estrategia se basó en el análisis por microscopía de fluorescencia de secciones de 
cerebelo obtenidas de ratones ASM -/- y ASM +/+ de tres meses de edad tratadas con un an-
ticuerpo específico para una proteína integral de la membrana lisosomal denominada Lamp1 
(Lysosomal Associated Membrane Protein 1) (Fig.R1B). Las inmunofluorescencias mostra-
ron que las Células de Purkinje de ratones ASM -/- contienen numerosos lisosomas dilatados 
con un diámetro superior a los lisosomas de ratones ASM +/+. 
La tercera estrategia fue un análisis bioquímico por WB de los extractos de cerebelo en fases 
iniciales (3 meses) y finales (6 meses) de la progresión de la enfermedad. Este análisis eviden-
ció que no sólo los lisosomas tenían un mayor tamaño en el cerebelo de ratones ASM-/- si no 
que los niveles de proteínas marcadoras de estos organelos, como la proteína de membrana 
lisosomal LAMP2 (Lysosomal Associated Membrane Protein 2), también eran mayores que 
en el cerebelo de ratones ASM+/+, aumentando de forma progresiva (2 y 23,4 veces más en 
ratones ASM -/- a los 3 y 6 meses de edad, respectivamente)  (Figura R1C). 
 Todos estos datos indicaron la alteración de la vía autofágica en el cerebelo del modelo muri-
no de NPA.
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2. ACUMULACIÓN DE MARCADORES DE AUTOFAGIA 
EN RATONES DEFICIENTES EN ASM
Nuestro siguiente objetivo fue caracterizar con más detalle las alteraciones en autofagia. 
Como se ha comentado, el proceso autofágico consiste en un flujo a lo largo de diferentes 
etapas. En etapas iniciales de la formación del AP, la proteína LC3 adquiere un residuo de fos-
fatidiletanolamina, pasando a denominarse LC3-II, y se une a la membrana del mismo. Esta 
proteína se encuentra presente incluso tras la fusión entre AP y lisosoma formándose el AL. 
Por ello, la detección de los niveles de LC3-II por WB   (posible gracias a que el residuo de PE 
incorporado le confiere una movilidad electroforética diferente) se utiliza para cuantificar el 
Figura R1.  Acumulación de vacuolas autofágicas y marcadores lisosomales en ratones ASM-/-. 
(A) Microscopía electrónica de transmisión en células de Purkinje de ratones ASM +/+ y ASM -/- . Las imágenes magnifi-
cadas muestran un cuerpo multilamelar (MLB) (izquierda) y un AL conteniendo cargo no degradado (derecha) presentes 
en ratones ASM -/-. La gráfica cuantifica la media ± SD del número de vacuolas autofágicas por unidad de área clasifica-
das en MLBs,  ALs y otras vacuolas autofágicas (Avs) (n= 15 células de Purkinje de dos ratones por genotipo, p valores 
(MLB) U-test=0,000, (AL) U-test=0,01, (Avs) U-test=0,000). (B) Inmunofluorescencia con un anticuerpo que reconoce es-
pecíficamente la proteína Lamp1 en secciones de cerebelo de ratones de 3 meses de edad. Se muestran imágenes de 
células de Purkinje de ratones ASM +/+ y ASM -/-. Las imágenes magnificadas permiten apreciar la dilatación lisosomal 
que existe en los ratones ASM -/-. (C) WB con un anticuerpo contra Lamp2 en lisados de cerebelo de ratones ASM+/+ y 
ASM-/- de 3 y 6 meses de edad. Las gráficas cuantifican la media ± SD de los niveles de Lamp2 normalizados con los 
valores de tubulina que se utilizó como control de carga (n=7, t-test, p3M=0,0001, p6M=0,0001).
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número de AP o AL que hay en la célula y por tanto son indicador de alteraciones en el proce-
so autofágico (Klionsky et al., 2012). El WB de lisados de cerebelo de ratones ASM -/- y ASM 
+/+ de 3 y 6 meses de edad mostró un incremento significativo de los niveles de LC3-II en los 
ratones ASM-/- de ambas edades (2,4 y 3,3 veces, respectivamente) (Fig.R2). Estos datos con-
firmaron que la deficiencia de ASM altera el flujo autofágico lo que deriva en la acumulación 
del marcador de APs y ALs, LC3-II.
3. LA ACUMULACIÓN DE MARCADORES 
AUTOFÁGICOS NO ES CONSECUENCIA DE UN 
INCREMENTO EN LA FORMACIÓN DE APS
La acumulación de la proteína LC3-II podría deberse tanto a una mayor inducción del proceso 
autofágico como a un bloqueo en las etapas finales del mismo (fusión y reciclaje de los com-
ponentes del AL). La iniciación de la autofagia es un proceso muy complejo que se controla 
por multitud de proteínas y diferentes vías de señalización pero, tal como se ha señalado en 
la introducción, los niveles de la Beclin 1 y del complejo Atg5-Atg12 pueden utilizarse como 
marcadores del mismo. Así pues, para determinar si el acúmulo de LC3-II era debido a una 
mayor formación de APs, y en concordancia, a un mayor número de APs inmaduros, realiza-
mos WB de lisados de cerebelo de ratones ASM -/- y ASM +/+ de 3 y 6 meses con anticuerpos 
específicos contra la proteína Beclin-1 (Fig.R3A) y contra la proteína Atg5 que indica los ni-
veles del complejo Atg5-Atg12 (fig.R3B). Estos ensayos mostraron bajos niveles de Beclin-1 
en ratones ASM -/- tanto a 3 como a 6 meses de edad comparados con los ratones ASM+/+ 
LC3-II  3M
LC3-II  6M
GAPDH 6M
GAPDH 3M
***
*LC3-I  6M
LC3-I  3M
ASM+/+   ASM-/-
ASM+/+   ASM-/-
ASM+/+   ASM-/-
ASM+/+    ASM-/-
Figura R2.  Acumulación de LC3-II en ratones ASM-/-. 
WB con un anticuerpo contra LC-3 en lisados de cerebelo de ratones ASM +/+ y ASM -/- de 3 y 6 meses de edad. Las 
gráficas cuantifican la media± SD de los niveles de LC3-II normalizados frente a los valores de GAPDH (n= 7, t-test 
p3M= 0,0001, p6M = 0,0153).
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(FigR3A) mientras que no se encontraron cambios significativos en los niveles del complejo 
Atg5-Atg12 (Fig.R3B). 
Estos datos sugieren que la acumulación de LC3-II en el cerebelo de ratones deficientes en 
ASM no se debe a una mayor inducción de la formación de AP que incluso podría estar dismi-
nuida al menos a través de la vía de Beclin-1. 
4. ACUMULACIÓN DE AGREGADOS PROTEICOS Y 
MUERTE NEURONAL EN RATONES DEFICIENTES EN 
ASM 
A la vista de estos resultados postulamos que las alteraciones en autofagia se darían en las 
etapas finales del proceso (como se demostrará más adelante en fibroblastos de pacientes 
NPA) teniendo como consecuencia una deficiente degradación del cargo. Se ha descrito que un 
bloqueo en el proceso autofágico se acompaña por la acumulación de agregados de ubiquitina 
(Komatsu et al., 2006). Esta acumulación estaría mediada por la agregación de la proteína 
P62 que al poseer dominios de unión a Ubiquitina y a la proteína LC3 media el reclutamien-
to de proteínas ubiquitinadas a los APs para su degradación (Komatsu and Ichimura, 2010). 
Por otro lado, la excesiva acumulación de P62 puede inhibir de forma indirecta al Sistema 
Ubiquitina Proteasoma (UPS) lo que potenciaría aún más la acumulación de sustratos ubiqui-
tinados (Korolchuk et al., 2009). Para determinar si la deficiencia de ASM provoca estas con-
secuencias detectamos la proteína Ubiquitina mediante inmunohistoquímica en secciones de 
cerebelo de ratones ASM -/- y ASM +/+ de 3 y 6 meses de edad. Como se observa en la Fig.
R4A las Células de Purkinje que aún sobreviven en ratones ASM -/-  a los 3 meses presentan 
agregados positivos para la Ubiquitina que no se detectan en las Células de Purkinje de los 
A
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ASM+/+   ASM-/-
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Atg5/Atg12 6M
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Figura R3. La acumulación de LC3-II no se debe a un aumento en la iniciación de la autofagia.
(A) WB con un anticuerpo contra Beclin-1 en lisados de cerebelo de ratones ASM +/+ y ASM -/- de 3 y 6 meses de edad. 
Las gráficas cuantifican la media± SD de los niveles de Beclin-1 normalizados frente a los valores de GAPDH (n= 7, 
t-test, p3M= 0,0015, p6M= 0,0014). (B) WB con un anticuerpo contra Atg5 que detecta el complejo formado por Atg5 y 
Atg12. Las gráficas cuantifican la media± SD de los niveles de Atg5-Atg12 normalizados frente a los valores de GAPDH 
(n=7, t-test pBeclin1-3M= 0,0015, pBeclin1-6M = 0,0014, pAtg5/atg12-3M= 0,76, pAtg5/Atg12-6M=0,16).
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ratones ASM +/+. A los 6 meses de edad, cuando ya no quedan Células de Purkinje en ratones 
ASM -/- (Sarna et al., 2001), los agregados positivos para ubiquitina también aparecen en las 
células de la capa granular del cerebelo (Fig R4A). El análisis por WB de extractos de cerebelo 
de ratones ASM -/- y ASM +/+ a los 6 meses de edad confirmó el aumento (1,9 veces) de la 
cantidad de proteínas ubiquitinadas en los primeros (Fig.R4B). Estos resultados indican que 
la acumulación de proteínas ubiquitinadas no degradadas sigue un patrón similar al que sigue 
la progresión de la enfermedad comenzando en las células de Purkinje y extendiéndose hacia 
la capa granular del cerebelo en etapas posteriores.
Puesto que, como se ha comentado, la acumulación de Ubiquitina puede deberse tanto a una 
deficiente autofagia como a alteraciones en el UPS determinamos la contribución específica 
de alteraciones en el proceso autofágico, inmunodetectando los niveles de NBR1 y P62 (que 
son sustratos específicos de la autofagia) en lisados de cerebelo de ratones ASM -/- y ASM 
+/+ de 3 y 6 meses de edad respectivamente. Comprobamos que los niveles de estas proteínas 
ASM +/+ 3M
ASM +/+ 6M
ASM -/- 3M
ASM -/- 6M
A
15µm 15µm
15µm15µm
Ubiquitina 6M
GAPDH 6M
B
*
ASM+/+   ASM-/-
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Figura R4. Acumulación de agregados ubiquitinados en el cerebelo de ratones ASM -/- 
(A) Inmunohistoquímica con un anticuerpo contra la Ubiquitina en el cerebelo de ratones ASM +/+ y ASM -/- de 3 y 6 
meses de edad. Los agregados de proteínas ubiquitinadas en ratones ASM-/- se señalan con flechas y se aprecian con 
más detalle en las imágenes magnificadas de una célula de Purkinje (3M) o una neurona de la capa granular (6M) (B) 
WB con un anticuerpo contra Ubiquitina en lisados de cerebelo de ratones ASM+/+ y ASM-/- de 6 meses de edad. La 
gráfica cuantifica la media± SD de los niveles de proteínas ubiquitinadas normalizados frente a los valores de GAPDH 
(n=7, t-test, p6M=0,0217).
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están significativamente aumentados (2,6 y 1,66 veces respectivamente) en ratones ASM -/- 
lo que confirmó el papel de NBR1 y P62 y de deficiencias en autofagia en la acumulación de 
agregados proteicos (Fig.R5). 
GAPDH  6M
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*
ASM+/+      ASM-/-
ASM+/+    ASM-/-
GAPDH 3M
NBR1 3M
*
ASM+/+      ASM-/-
ASM+/+    ASM-/-
Figura R5. Acumulación de los sustratos de la autofagia P62/SQSTM1 y NBR1 en lisados de cerebelo de ratones 
ASM-/-. 
WB con un anticuerpo contra P62/SQSTM1 y NBR1 en lisados de cerebelo de ratones ASM +/+ y ASM -/- de 6 meses de 
edad y 3 meses de edad respectivamente. La gráfica cuantifica la media ± SD de los niveles de P62 y NBR1 normaliza-
dos frente a los valores de GAPDH  (P62; n=7, t-test, p=0,0199, NBR1; n= 6, t-test, p=0,031).
DAPI LC3 Fractina
DAPI LC3 Fractina
**
ASM+/+     ASM-/-
Figura R6. Incremento de la apoptosis en células con mayor acumulación de LC3. 
Doble inmunofluorescencia con anticuerpos contra la LC3 (verde) y Fractina (rojo) en el cerebelo de ratones ASM+/+ y 
ASM-/- de 3 meses de edad. Para detectar los núcleos se usó DAPI (cian). La gráfica cuantifica la media ± SD del núme-
ro de células con marcaje positivo para Fractina respecto volumen (n= 6 animales, t-test, p= 0,0295).
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A continuación nos propusimos determinar si la acumulación de LC3-II estaba causando un 
aumento de la apopotósis in vivo. Para ello realizamos dobles inmunofluorescencias con un 
anticuerpo contra la proteína Fractina, un fragmento de la Actina procesado por Caspasas 
cuando hay inducción de apoptosis  (Rossiter et al., 2000), y con un anticuerpo contra la pro-
teína LC3. La cuantificación del número de células positivas para el marcaje de fractina mos-
tró un aumento de 6,16 veces en ratones ASM -/- (Fig.R6). Además, en la mayoría de casos 
este aumento se vio correlacionado con un aumento del marcaje de LC3, lo que sugiere que las 
células que acumulan mayores cantidades de LC3 son más susceptibles al desencadenamiento 
de la apoptosis.
5. EL AUMENTO EN LOS NIVELES DE SM ES 
RESPONSABLE DE LAS ALTERACIONES EN EL 
PROCESO AUTOFÁGICO QUE PROVOCA LA AUSENCIA 
DE ASM
Aunque el papel de los lípidos en la autofagia no está bien caracterizado existen evidencias 
que sugieren que cambios en las concentraciones de ciertos lípidos de membrana alteran el 
proceso autofágico (Dall’Armi et al., 2013). Por otro lado, la ausencia de ASM provoca la acu-
mulación aberrante de SM en lisosomas y endosomas tardíos (Ledesma et al., 2011) así como 
en la membrana plasmática (Galvan et al., 2008) de las neuronas. Para determinar si un in-
cremento en los niveles de SM podría ser responsable del bloqueo autofágico observado en el 
cerebro de ratones ASM-/- modulamos experimentalmente los niveles de este lípido en culti-
vos primarios de neuronas hipocampales de ratones silvestres. Para ello añadimos SM a una 
concentración de 40 mM en el medio durante 24 horas a neuronas mantenidas durante once 
días in vitro, momento en el cual se consideran maduras (Dotti et al., 1988). Comprobamos la 
incorporación de la SM exógena en las neuronas tratadas detectando por inmunofluorescen-
cia la unión de lisenina, toxina derivada de la lombriz Eisenia foetida que es capaz de unirse 
específicamente a este lípido (Yamaji et al., 1998). La detección se llevó a cabo en neuronas 
permeabilizadas para permitir que la lisenina se uniera a la SM de la membrana plasmática y 
a la de los compartimentos intracelulares. De acuerdo con una eficiente incorporación de SM 
los niveles de fluorescencia asociados a lisenina fueron 1,84 veces superiores en las neuronas 
tratadas con el lípido (Fig.R7). Una vez confirmada la incorporación de SM en las neuronas 
de ratones silvestres determinamos si esta incorporación modificaba los niveles de LC3-II y 
ubiquitina. WB de extractos de células tratadas o no evidenciaron que tanto LC3-II como ubi-
quitina aumentaron sus niveles (1,5 y 1,6 veces, respectivamente) con el tratamiento  (Fig.
R7). Estos resultados indican una relación directa entre altos niveles de SM y las alteraciones 
en la autofagia observadas en neuronas carentes de ASM.
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6. FIBROBLASTOS PRIMARIOS DERIVADOS 
DE PACIENTES DE NPA TAMBIÉN PRESENTAN 
ALTERACIONES EN AUTOFAGIA
El uso de cultivos primarios de fibroblastos derivados de pacientes representa una valiosa 
herramienta para profundizar en el mecanismo afectado en las diferentes LSDs y para validar 
las observaciones hechas en modelos animales en el escenario de la patología humana (Ver-
garajauregui et al., 2008; Tatti et al., 2012; Pacheco et al., 2007; Elrick et al., 2012). Con estos 
objetivos nos propusimos analizar si las alteraciones en autofagia observadas en neuronas de 
ratones ASM-/-tenían lugar en fibroblastos derivados de pacientes de NPA. Para ello estable-
Figura R7. La adición de SM a cultivos primarios de neuronas aumenta los niveles de P62 y proteínas ubiquiti-
nadas. 
(A) Tinción con Lisenina, que une SM de forma específica, en cultivos primarios de neuronas hipocampales derivadas de 
ratones ASM+/+ tratados con SM o con el vehículo correspondiente. La gráfica cuantifica la media± SD de la intensidad 
de fluorescencia asociada a lisenina por unidad de área (n= 4 cultivos, t-test, p= 0,047). (B) WB con un anticuerpo contra 
LC3 en lisados de cultivos primarios de neuronas hipocampales derivadas de ratones ASM+/+ tratados con SM o con el 
vehículo correspondiente. La gráfica cuantifica la media± SD de los niveles de LC3-II normalizados frente a los valores 
de GAPDH (n=3 cultivos, t-test, p=0,019). (C) WB con un anticuerpo contra la Ubiquitina en lisados de cultivos primarios 
de neuronas hipocampales derivadas de ratones ASM+/+ tratados con SM o con el vehículo correspondiente. La gráfica 
cuantifica la media± SD de los niveles de proteínas ubiquitinadas normalizados frente a los valores de GAPDH (n= 4 
cultivos, t-test,  p=0,043)
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cimos cultivos de fibroblastos derivados de dos individuos control (fibroblastos control) y de 
dos pacientes de NPA (fibroblastos NPA) portadores de mutaciones en el gen SMPD1, codifi-
cante para la ASM tal como se explica en materiales y métodos.  
Confirmamos la acumulación de SM en los lisosomas de los fibroblastos NPA mediante do-
bles inmunofluorescencias con lisenina (para detectar el lìpido) y con un anticuerpo contra 
la proteína marcadora de la membrana lisosomal CD63. La cuantificación de la intensidad 
de fluorescencia de la lisenina en zonas positivas para CD63 (Fig.R8) reveló un aumento de 
1,82 veces en los fibroblastos NPA confirmando evidencias previas (Brady et al., 1966). Para 
analizar las alteraciones en autofagia contamos primero el número de vacuolas autofágicas en 
imágenes obtenidas por microscopía electrónica en fibroblastos de las diferentes líneas. To-
dos los tipos de vacuolas analizados por unidad de área  presentaron un aumento significativo 
en los fibroblastos NPA (MLBs 2 veces; ALs 2 veces; AVs 2,45 veces) respecto a los fibroblas-
tos control (Fig.R9A). Mediante WB confirmamos que el aumento del marcador de APs, LC3-
II, observado en el cerebelo de ratones ASM-/- también se daba (44,6 veces) en fibroblastos 
NPA (Fig.R9B). 
A continuación comprobamos que este aumento tampoco se debía a una mayor iniciación del 
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Figura R8. Los fibroblastos primarios derivados de pacientes de NPA acumulan mayores niveles de SM. 
Doble marcaje con lisenina y CD63 en  fibroblastos permeabilizados derivados de individuos control y de pacientes de 
NPA. La gráfica cuantifica la media± SD de la intensidad de fluorescencia asociada a lisenina en áreas positivas para 
CD63 que corresponden a lisosomas (n= 3 cultivos con dos líneas derivadas de pacientes control y dos líneas derivadas 
de pacientes de NPA (t-test, p=0,018).
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proceso autofágico ya que no encontramos cambios en los niveles de la proteína Beclin-1 (Fig.
R10A) o del complejo Atg5-Atg12 (Fig.R10B). Comprobamos que la acumulación de sustra-
tos autofágicos, indicativa de un bloqueo de la autofagia, también se daba en los fibroblas-
tos NPA donde observamos niveles de P62 3,04 veces superiores  que en fibroblastos control 
(Fig.R11A). 
control NPA
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Figura R9. Acumulación de marcadores autofágicos en fibroblastos derivados de pacientes de NPA.
(A) Microscopía electrónica de transmisión en fibroblastos derivados de individuos control y pacientes de NPA. Las 
imágenes magnificadas muestran un cuerpo multilamelar (MLB) (izquierda) y un AL conteniendo cargo no degradado 
(derecha) presentes en fibroblastos NPA. La gráfica cuantifica la media ± SD del número de vacuolas autofágicas por 
unidad de área clasificadas en MLBs,  ALs y otras vacuolas autofágicas (Avs) (n= 20 células por genotipo de dos líneas 
control y dos líneas NPA (t-test, p valores= (MLB) U-test =0,01, (AL) U-test= 0,000, (Avs) U-test= 0,007). (B) WB con un 
anticuerpo contra LC3 en lisados de las líneas de fibroblastos de individuos control y de pacientes de NPA. La gráfica 
cuantifica la media ± SD de los niveles de LC3-II normalizados frente a los valores de GAPDH (n= 3 experimentos de dos 
líneas control  y dos líneas NPA (t-test, p=0,0137)
BA
control NPA
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GAPDH
control NPA
GAPDH
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control NPAcontrol NPA
Figura R10. La iniciación de la autofagia no está alterada en fibroblastos de pacientes de NPA. 
(A) WB con un anticuerpo contra Beclin-1 en lisados de las líneas de fibroblastos derivados de individuos control y de 
pacientes de NPA. La gráfica cuantifica la media ± SD de los niveles de Beclin-1 normalizados frente a los valores de 
GAPDH (t-test, p=0,94). (B) WB con un anticuerpo contra Atg5 que detecta el complejo formado por Atg5 y Atg12 en lisa-
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Finalmente, para determinar si la degradación lisosomal pudiera estar afectada en fibro-
blastos de pacientes de NPA realizamos ensayos funcionales de degradación del receptor del 
EGFR mediante la detección por WB de los niveles del mismo después de incubar fibroblastos 
control y NPA con su ligando EGF. Tras la unión de EGF a su receptor EGFR, éste se ubiquiti-
na y se transporta por endocitosis hacia los lisosomas donde es degradado (Haglund y Dikic, 
2012). Por tanto, la inmunodetección de los niveles de EGFR a distintos tiempos tras la in-
ducción de la endocitosis indica la capacidad de degradación lisosomal.  
Los niveles de EGFR medidos por WB a los  30, 60 y 120 minutos de incubación con EGF 
respecto a los valores a tiempo 0 de incubación fueron siempre mayores en fibroblastos NPA 
(100 %, 85,56 %, 55,63 %, 30,32 % en controles y 100 %, 185,99 %, 115,18 % y 73,91 % en 
NPA) (Fig.R11B). Estos resultados son consitentes con un bloqueo en la degradación del re-
ceptor debido a una deficiente función lisosomal.
En su conjunto los datos reflejados en este apartado confirman la existencia de alteraciones 
similares de la autofagia en neuronas de ratones ASM -/- y en fibroblastos NPA validando el 
uso de estos últimos  para analizar los mecanismos que bloquean el proceso autofágico cuan-
do ASM es deficiente.  
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Figura R11. La degradación lisosomal y autofágica está impedida en fibroblastos derivados de pacientes de 
NPA. 
(A) WB con un anticuerpo contra P62 en lisados de las líneas de fibroblastos derivados de individuos control y pacientes 
de NPA. La gráfica cuantifica la media ± SD de los niveles de P62 normalizados frente a los valores de GAPDH (t-test, 
p=0,011) (B) WB con un anticuerpo contra EGFR de lisados de fibroblastos derivados de un individuo control y de un 
paciente de NPA  a distintos tiempos (0, 30, 60 y 120 minutos) después de la adición de EGF al medio de cultivo. La 
gráfica cuantifica la media ± SD de los niveles de EGFR normalizados frente a GADPH a los distintos tiempos expresada 
como porcentaje referido al tiempo inicial (0 minutos) (n= 5 experimentos con dos líneas control y dos líneas derivadas 
de pacientes de NPA (t-test, p30min= 0,016 , p60min= 0,036, p120min= 0,041). 
dos de las líneas de fibroblastos derivados de individuos control y de pacientes de NPA. Las gráficas cuantifican la media 
± SD de los niveles de Atg5-Atg12 normalizados frente a los valores de GAPDH. (t-test, p=0,28).
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7. LA ACUMULACIÓN DE LC3-II SE REVIERTE 
MEDIANTE DROGAS QUE DISMINUYEN LOS NIVELES 
DE SM EN FIBROBLASTOS NPA
Nuestro siguiente objetivo fue determinar si las alteraciones en el proceso autofágico podrían 
revertirse mediante la normalización de los niveles anormalmente altos de SM que provo-
ca la deficiencia de ASM. Para ello utilizamos diferentes tratamientos farmacológicos en fi-
broblastos NPA. Como primera aproximación tratamos los fibroblastos con Fumonisina B1 
(FB1), una toxina derivada de un hongo del género Fusarium que inhibe de manera general 
la síntesis de esfingolípidos y por tanto de SM (Ledesma et al., 1998; Wang et al., 1991). La 
FB1 se añadió a los cultivos celulares a una concentración de 25 mM durante 5 días. Compro-
bamos la disminución de SM después del tratamiento mediante dobles inmunofluorescencias 
utilizando la Lisenina y el anticuerpo contra la  proteína integral de la membrana lisosomal 
CD63. La cuantificación de la intensidad de fluorescencia de lisenina en áreas positivas para 
el marcador CD63 nos permitió determinar que la incubación con FB1 disminuía moderada 
pero significativamente en un 14%  los niveles de SM en los lisosomas (Fig.R12). Para deter-
minar los efectos en el proceso autofágico utilizamos como marcador los niveles de LC3-II 
que son anormalemente altos en los fibroblastos NPA. La cuantificación por WB de extractos 
de fibroblastos NPA tratados o no con FB1 reveló que el tratamiento disminuía 3,48 veces los 
niveles de LC3-II (Fig.R13A).
La deficiencia en ASM provoca la acumulación de SM no solo en los lisosomas sino también 
en la membrana plasmática (Galvan et al., 2008; Ledesma et al., 2011). Por otro lado, y aún 
siendo un tema todavía controvertido, diversas evidencias apuntan a que la membrana plas-
mática influye y contribuye a la vía autofágica (Kolter and Sandhoff, 2010;  Ravikumar et al., 
2010). La principal responsable de la degradación de SM en la membrana plasmática es la 
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Figura R12. El tratamiento con FB1 disminuye los niveles de SM en lisosomas de fibroblastos de pacientes de 
NPA.
Doble marcaje con lisenina y CD63 en fibroblastos permeabilizados derivados de pacientes de NPA tratados con FB1 o 
con el vehículo (veh) correspondiente. La gráfica cuantifica la media± SD de la intensidad de fluorescencia asociada a 
lisenina en áreas positivas para CD63 que corresponden a lisosomas expresada como porcentaje respecto a los fibro-
blastos tratados con vehículo cuyo valor se consideró 100% (n= 2 cultivos de dos líneas derivadas de pacientes de NPA 
(t-test, p=0,044)
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Esfingomielinasa Neutral (NSM) que hidroliza este lípido produciendo fosfocolina y ceramida 
a pH neutro (Ramachandran et al., 1990). Con estas premisas postulamos que la disminución 
de los niveles de SM en la membrana plasmática mediante la activación de la NSM (cuyo gen 
no está afectado en la NPA ni en ratones ASM -/-) podría revertir los defectos en autofagia. 
Utilizamos para ello el gluococorticoide sintético Dexametasona. Este compuesto es capaz 
de estimular la NSM en fibroblastos y disminuir los niveles de SM en membranas (Rama-
chandran et al., 1990). Tratamos fibroblastos NPA durante 5 días con dexametasona a una 
concentración final de 0,1 mM. Determinamos los efectos del tratamiento sobre la  autofagia 
cuantificando los niveles de LC3-II.  WB de extractos de fibroblastos NPA tratados o no con 
dexametasona revelaron el efecto positivo de esta droga que disminuye eficazmente (2,22 
veces) los niveles de LC3-II (Fig.R13B).
Diversas evidencias apoyan la posibilidad de que además de la SM, la acumulación de coles-
terol podría jugar un papel patológico en NPA. Estos dos lípidos tienen una gran afinidad 
química lo que les lleva a asociarse en plataformas de señalización en la membrana plasmá-
tica y en diversos organelos intracelulares (Lingwood D, Science, 2010). Además, se han ob-
servado depósitos de colesterol en el cerebo de ratones ASM -/- lo que ha llevado a proponer 
que los pacientes de NPA podrían acumular de forma secundaria altos niveles de colesterol 
(Shihabuddin et al., 2004; Passini et al., 2005). Por otro lado, la acumulación aberrante de 
colesterol provoca defectos en autofagia y función lisosomal en diversas patologías (Fraldi 
et al., 2010) (Pacheco et al., 200711; Elrick et al., 2012). Para explorar si una acumulación 
secundaria de colesterol pudiera ser responsable de los niveles anormalemente altos de LC3-
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Figura R13. Drogas que reducen los niveles de SM revierten la acumulación de LC3-II en cultivos primarios de 
fibroblastos de pacientes de NPA. 
(A) WB con un anticuerpo contra LC3 en lisados de las líneas de fibroblastos de pacientes de NPA tratadas con FB1 o 
con el vehículo correspondiente. La gráfica cuantifica la media ± SD de los niveles de LC3-II normalizados frente a los 
valores de GAPDH y expresada como porcentaje del valor de fibroblastos tratados con vehículo que fue considerado 
100% (n= 3 cultivos de dos líneas derivadas de pacientes de NPA (t –test, p= 0,0001) (B) WB con un anticuerpo contra 
LC3 en lisados de las líneas de fibroblastos de pacientes de NPA tratadas con dexametasona o con el vehículo corres-
pondiente. La gráfica cuantifica la media ± SD de los niveles de LC3-II normalizados frente a los valores de GAPDH y 
expresada como porcentaje del valor de fibroblastos tratados con vehículo que fue considerado 100% (n= 5 cultivos de 
dos líneas derivadas de pacientes de NPA (t –test, p= 0,0001).
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II, y por tanto del bloqueo de la autofagia, en fibroblastos NPA  realizamos tratamientos con 
b-Metil ciclodextrina (b-MCD). Este compuesto, formado por oligómeros cíclicos de glucosa 
que presentan una superficie polar y una cavidad hidrofóbica, tiene la capacidad de secues-
trar colesterol pero no SM (Vance and Peake, 2011). Tras la incubación de fibroblastos NPA 
durante 24 hrs con b-MCD a una concentración de 300 mM determinamos la eficacia de trata-
miento midiendo los niveles totales de colesterol con el kit comercial Amplex- Red que se basa 
en la oxidación de colesterol (ver métodos). La b-MCD disminuyó en un significativo 17 %  los 
niveles de colesterol en fibroblastos de NPA (Fig.14A). A pesar de este efecto, y a  diferencia 
de las estrategias enfocadas a la disminución de los niveles de SM, el tratamiento con b-MCD 
no alteró los niveles de LC3-II medidos por WB (Fig.R14B). 
Todos estos datos confirman que las alteraciones de autofagia, derivadas de la deficiencia en 
ASM y reflejadas en la acumulación de LC3-II, son causadas específicamente por el almacena-
miento de SM y no estarían mediadas por una acumulación secundaria de colesterol. Además 
revelan la reversibilidad de las alteraciones gracias a tratamientos farmacológicos que dismi-
nuyan los niveles de SM tanto de manera general como en la membrana plasmática.
8. LA ACUMULACIÓN DE LC3-II ES CONSECUENCIA 
DE UN BLOQUEO EN LA DEGRADACIÓN  DE ALS 
Y NO DE UNA INEFICIENTE FUSIÓN ENTRE APS Y 
LISOSOMAS
En la fase final de este trabajo de tesis, y basándonos en los datos obtenidos previamente, 
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Figura R14. Drogas que reducen los niveles de colesterol no revierten la acumulación de LC3-II en fibroblastos 
de pacientes de NPA. 
(A) Cuantificación de los niveles de colesterol en lisados de las líneas de fibroblastos de pacientes de NPA tratadas con 
b-MCD o con el vehículo correspondiente expresados como porcentaje respecto a los tratados con vehículo cuyo valor 
fue considerado 100% (n= 3 cultivos de dos líneas derivadas de pacientes de NPA (t –test, p= 0,021 )  (B) WB con un 
anticuerpo contra LC3 en lisados de las líneas de fibroblastos de pacientes de NPA tratadas con b-MCD o con el vehí-
culo correspondiente. La gráfica cuantifica la media ± SD de los niveles de LC3-II normalizados frente a los valores de 
GAPDH y expresada como porcentaje del valor de fibroblastos tratados con vehículo que fue considerado 100% (n= 3 
cultivos de dos líneas derivadas de pacientes de NPA (t –test, p= 0,567).
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nos enfocamos en detallar el mecanismo que lleva al bloqueo de la autofagia cuando ASM es 
deficiente. Los datos obtenidos del análisis de Beclin-1 y del complejo Atg5-Atg12 indicaron 
que la acumulación de LC3-II debía ser consecuencia de un bloqueo en alguna de las etapas 
finales de la autofagia y no debida a una mayor formación de APs. Por ello decidimos inter-
ferir experimentalmente en estas etapas en fibroblastos NPA y control utilizando drogas que 
inhiben específicamente los pasos finales del flujo autofágico: la Bafilomicina A1 (Baf A1) o 
una mezcla de inhibidores de proteasas. La Baf A1 es un inhibidor de la H+ ATPasa, necesaria 
para la acidificación del lumen lisosomal, que a su vez es imprescindible para que las protea-
sas lisosomales puedan ejercer su función y para la fusión de APs y lisosomas (Iwai-Kanai 
et al., 2008). Por otro lado, los inhibidores de proteasas (Leupeptina, E64D, Pepstatina A y 
Aprotinina) inhiben la degradación lisosomal (Aronson et al., 1981). Postulamos que si el 
bloqueo en el flujo se estaba produciendo en las últimas etapas del proceso, los tratamientos 
debían tener un menor efecto sobre la acumulación de LC3-II en células en las que el flujo ya 
está afectado que en células en las que no existe ningún defecto. La cuantificaión por WB de 
los niveles de LC3-II en fibroblastos control  tratados durante 16 horas con 100 nM de Baf A1 
o durante 8 horas con una dilución 1:200 de la mezcla de inhibidores reveló incrementos de 
21,12- y 3,53- veces, respectivamente, frente a fibroblastos control no tratados. Sin embargo, 
los incrementos en LC3-II en los fibroblastos NPA después del tratamiento fueron mucho 
menores: 3,68 y 1,72 veces, respectivamente (Fig.R15A y R15B). Estos datos confirmaron que 
las alteraciones del flujo autofágico observadas cuando ASM es deficiente se deben a un blo-
queo en las etapas finales del proceso. Estas etapas consisten en la fusión entre APs y lisoso-
mas para formar ALs, y en la degradación del contenido del AL para reciclar sus componentes 
estructurales. 
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Figura R15. El flujo autofágico está bloqueado en sus etapas finales en fibroblastos de pacientes de NPA. 
(A) WB con un anticuerpo contra LC3 en lisados de las líneas de fibroblastos de individuos control o de pacientes de 
NPA tratadas con BafA1 o con el vehículo correspondiente. La gráfica cuantifica la media ± SD de los niveles de LC3-II 
normalizados frente a los valores de GAPDH y expresada como porcentaje del valor de fibroblastos tratados con vehí-
culo que fue considerado 100%  (n= 4, t –test, p= 0,026 (control veh/control BafA1), p= 0,005 (NPA veh/NPA Baf A1) (B) 
WB con un anticuerpo contra LC3 en lisados de las líneas de fibroblastos de individuos control y de pacientes de NPA 
tratadas con inhibidores de proteasas o con el vehículo correspondiente. La gráfica cuantifica la media ± SD de los nive-
les de LC3-II normalizados frente a los valores de GAPDH y expresada como porcentaje del valor de fibroblastos trata-
dos con vehículo que fue considerado 100%  (n= 4, t –test, p= 0,028 (control veh/control PI), p= 0,033 (NPA veh/NPA PI ).
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Se ha descrito que tanto la fusión (Settembre et al., 2008) como la degradación (Elrick et al., 
2012) están afectadas en diferentes LSDs por lo que nos propusimos determinar qué etapa 
estaba alterada en los fibroblastos NPA. Para ello, nos servimos de un plásmido generado 
previamente (Kimura et al., 2007) en el que la secuencia de la proteína LC3 se ha fusionado a 
la de la proteína verde fluorescente EGFP y a la de la proteína roja fluorescente mRFP. Una vez 
expresado el plásmido en células se visualiza la fluorescencia de ambas proteínas a pH neutro 
mientras que a pH ácido la fluorescencia asociada a EGFP se apaga. Esto permite diferenciar, 
gracias al color de la fluorescencia emitida, entre APs (que poseen un pH neutro y fuores-
cencia amarilla debida a la mezcla de rojo y verde) y ALs (que adquieren un pH ácido gracias 
a la incorporación del contenido de los lisosomas y poseen fluorescencia roja). Realizamos 
transfecciones transitorias de este plásmido con Lipofectamina 2000 en fibroblastos control 
y NPA. Tras 48 horas de expresión las células se fijaron y observaron con un microscopio 
confocal. Como se muestra en la Fig.R16 el porcentaje de vesículas positivas para mRFP pero 
no para EGFP (correspondientes a ALs) sobre el total de vesículas (suma de APs y ALs) fue 
el doble en fibroblastos NPA que en fibroblastos control (9,25% y 4,22 % respectivamente). 
Estos datos indicaron que la acumulación de LC3-II y el bloqueo en la autofagia no se debe a 
una deficiente fusión entra APs y lisosomas sino a un bloqueo en la degradación y el reciclaje 
de los componentes del AL. 
Figura R16. Bloqueo en la degradación de ALs y no en la fusión entre APs y lisosomas en fibroblastos de pacien-
tes de NPA. 
Imágenes de microscopía de fluorescencia de fibroblastos derivados de individuos control y de pacientes de NPA expre-
sando un plásmido que codifica para la proteína LC3 fusionada a EGFP y mRFP. La gráfica cuantifica la media ± SD del 
porcentaje de vesículas con fluorescencia roja (que identifica a los ALs) respecto al número total de vesículas (APs+ALs) 
por célula (n=20 célula de 3 cultivos diferentes de dos líneas control y dos líneas NPA (t-test, p= 0,0312).
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9. LMP Y LOCALIZACIÓN ECTÓPICA DE LA 
CATEPSINA B EN FIBROBLASTOS NPA
Entre las causas que pueden explicar deficiente degradación autofágica y reciclaje de ALs está 
la LMP, un fenómeno recientemente descrito que se produce ante estímulos dañinos para la 
membrana lisosomal y del que se derivan numerosas consecuencias negativas para la célula 
que pueden desencadenar la apoptosis (Boya and Kroemer, 2008). Durante la LMP se produce 
una salida de proteasas lisosomales hacia el citosol y una acidificación del mismo. Algunas de 
estas proteasas (catepsinas B, D y L) son activas a pH neutro pudiendo ejercer funciones no 
deseadas cuando se encuentran fuera de los lisosomas. Es cada vez más evidente que la LMP 
no es un proceso indiscriminado sino específico según el tipo de estímulo que la produce y de 
la Catepsina redistribuida al citosol. Entre las proteasas más relacionadas con la inducción de 
apoptosis tras LMP se encuentra la Catepsina B. Esta proteína, es una cisteína proteasa lisoso-
mal que se encuentra en forma inmadura y por procesamiento proteolítico pasa a una forma 
madura de 37 kDa. Si bien la Catepsina B tiene un papel importante en el mantenimiento de 
la homeostasis celular, sorprendentemente los ratones deficientes en la misma no presentan 
diferencias apreciables respecto a ratones control (Halangk et al., 2000). A pesar de ello se ha 
descrito que la actividad de Catepsina B podría estar reducida en algunas LSDs como la NPC 
(Elrick et al., 2012) o la Enfermedad de Gaucher (Tatti et al., 2012) contribuyendo de manera 
clave a la patología. Basándonos en estas premisas postulamos que la ineficiente degradación 
de ALs, provocada por la ausencia de ASM, podría deberse a la existencia de LMP y salida de 
Catepsina B al citosol lo que afectaría a la función degradativa de esta proteasa en ALs dando 
lugar al bloqueo de la autofagia.  
control         NPA
GAPDH
control NPA 
Catepsina B
Figura R17. Los niveles totales de Catepsina B no están alterados en fibroblastos de pacientes de NPA. 
WB con un anticuerpo contra la Catepsina B en lisados de las líneas de fibroblastos de individuos control y de pacientes 
de NPA. La gráfica cuantifica la media ± SD de los niveles de la Catepsina B normalizados frente a los valores de GA-
PDH (n= 2 experimentos de dos líneas control y dos líneas NPA (t-test, p= 0,136). 
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Para demostrar esta hipótesis realizamos una serie de análisis. Primero, detectamos por WB 
los niveles de la forma madura de la Catepsina B en extractos de fibroblastos NPA y control no 
encontrando diferencias significativas (Fig.R17). Ya que los niveles de Catepsina B procesada 
no necesariamente reflejan su actividad (Elrick et al., 2012), determinamos esta última en 
fibroblastos NPA y control incubados con el kit Magic-Red.  Esta estrategia se basa en la adi-
ción de un substrato específico de Catepsina B (CV-(Arg-Arg)2), que emite florescencia sólo 
cuando es hidrolizado. Así, el incremento de la intensidad de la fluorescencia en fibroblasos 
vivos a lo largo del tiempo es reflejo de la actividad de la proteasa. Las mediciones de fluo-
rescencia, llevadas a cabo cada 4 minutos durante un tiempo total de 32 minutos, revelaron 
que la actividad de la Catepsina B estaba incrementada de forma significativa en cultivos de 
fibroblastos  NPA (Fig.R18). Este resultado contrasta con lo descrito para otras LSDs (Elrick 
et al., 2012) (Tatti et al., 2012) pero es consistente con las observaciones hechas en el hígado 
de ratones ASM -/- (Moles et al., 2012).
Puesto que la Catepsina B es activa a pH neutro y dado que cuando existe LMP puede ser 
redistribuida al citosol haciéndose más accesible a diferentes substratos, postulamos que la 
LMP podría estar ocurriendo en fibroblastos NPA y explicaría el incremento en la actividad 
de Catepsina B aún cuando existe un bloqueo de la degradación de ALs. Para explorar esta po-
sibilidad aislamos el citosol de células adheridas mediante el empleo de un tampón isotónico 
con el que se incubaron fibroblastos NPA y control con una baja concentración de Digitonina 
(15 mg/ml) en hielo durante 12 minutos. La baja concentración de Digitonina permite la per-
meabilización de la membrana plasmática pero no de los orgánulos internos constituyendo la 
*
****
*
0’ 16’ 32’control
NPA 0’ 16’ 32’
Figura R18. Aumento de la actividad de la Catepsina B en fibroblastos de pacientes de NPA. 
Imágenes de contraste de fase (primeras a la izquierda) y de microscopía de fluorescencia de fibroblastos de individuos 
control o de pacientes de NPA a distintos tiempos (0, 16 y 32 minutos) de incubación con un sustrato (Magic Red) que 
emite fluorescencia cuando se corta por Catepsina B. La gráfica cuantifica la media ± SD de la fluorescencia emitida 
por el sustrato cortado cada 4 minutos (n= 9 experimentos de dos líneas control y dos líneas NPA (t-test, p4min= 0,191, 
p8min= 0,069, p12min= 0,05, p16min= 0,022, p20min= 0,027, p24min= 0,024, p28min= 0,049, p32min= 0,049). 
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fracción citosólica el sobrenadante recogido en las placas (Nylandsted et al., 2004). Por WB 
determinamos los niveles de Catepsina B en las fracciones de citosol comparándolos con los 
niveles en los extractos celulares resistentes a la permeabilización mediada por el detergente. 
Observamos un aumento significativo (1,56-veces) en la cantidad citosólica de Catepsina B 
en los fibroblastos NPA comparados con los controles que se correspondía con una bajada 
significativa de los niveles de la misma en la fracción celular conteniendo orgánulos y mem-
branas (Fig. R19). La pureza de las fracciones aisladas se comprobó mediante la detección de 
GAPDH, proteína exclusiva del citosol, o de Flotilina, proteína exclusiva de membranas, en la 
fracción citosólica y la celular, respectivamente (Fig. R19).  Estos datos avalan que la deficien-
cia de ASM induce la LMP causando la redistribución de la forma procesada de Catepsina B 
desde los lisosomas al citosol.
Se ha descrito que durante la LMP al mismo tiempo que se produce una acidificación del cito-
sol se podría dificultar la acidificación del lumen del lisosoma sobretodo en respuesta a estí-
mulos externos alcalinizantes (Boya and Kroemer, 2008; Zhang et al., 2012). Para comprobar 
si este podía ser el caso en fibroblastos NPA realizamos tinciones con Lysotracker-Red DND-
99, una sonda lisomotrópica cuya intensidad de fluorescencia es dependiente de pH (Chikte 
et al., 2014). La intensidad de fluorescencia del Lysotracker-Red DND-99 en fibroblastos con-
trol y NPA mantenidos en condiciones estándar se mantuvo constante  (Fig.R20A). Esto con-
firma que en condiciones normales no existen diferencias en el pH lisosomal lo que estaría de 
acuerdo con la normal fusión observada (Fig.R16). Sin embargo, cundo los fibroblastos NPA 
fueron expuestos a un insulto alcalinizante (100 nM Baf A1 durante 16 horas) el tiempo de 
recuperación de la fluorescencia del Lysotracker-Red, que refleja la acidificación del lisosoma, 
Control    NPA
*
control NPA 
Cat B
GAPDH
Flotilina
citosol
*
Control    NPA
Cat B
control             NPA
Flotilina
GAPDH
orgánulos
control             NPA
Figura R19. Permeabilización de la membrana lisosomal (LMP) y salida al citosol de Catepsina B en fibroblastos 
de pacientes de NPA. 
WB con un anticuerpo contra la proteína Catepsina B en lisados citosólicos (izquierda) o enriquecidos en orgánulos y 
membranas (derecha) de fibroblastos de individuos control y de pacientes de NPA. La gráfica cuantifica la media ± SD 
de los niveles citosólicos de Catepsina B (incluyendo las dos bandas correspondientes a su forma madura) normalizados 
frente a los valores de GAPDH (en los extractos enriquecidos en citosol) o de la proteína de membrana Flotilina (en los 
extractos enriquecidos en orgánulos y membranas), y expresada como porcentaje de los valores en individuos control 
que fueron considerados 100%.  Asimismo, como control de la purificación se muestra la ausencia de señal de Flotilina 
en extractos citosólicos o de GAPDH en extractos enriquecidos en orgánulos y membranas. (n= 3 experimentos de dos 
líneas control y dos líneas NPA (t-test, p= 0,038). 
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fue significativamente mayor que en fibroblastos control (Fig.R20B). Así, el número de vesí-
culas fluorescentes tras una hora de recuperación en medio sin Baf A1 fue 3,41-veces menor 
en fibroblastos NPA (Fig.R20B).
Estos datos sugieren que la acumulación de SM en los lisosomas de pacientes de NPA produce 
una permeabilización de la membrana lisosomal. Esto tendría como consecuencia una salida 
de Catepsina B al citosol acompañada de una mayor actividad de la misma lo que derivaría en 
una deficiente capacidad de reacidificación lisosomal ante estímulos alcalinizantes.
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Figura R20. Deficiente reacidificación tras bloqueo de la H+ ATPasa en fibroblastos de pacientes de NPA. 
(A) Imágenes de microscopía de fluorescencia que muestran la señal de Lysotracker-Red (cuya fluorescencia se detecta 
sólo a pH ácido) en fibroblastos de individuos control y de pacientes de NPA. No se observaron cambios en los niveles 
de fluorescencia de la sonda en las células derivadas de pacientes de NPA. (B) Imágenes de microscopía de fluorescen-
cia que muestran la señal de Lysotracker-Red en fibroblastos de individuos control y de pacientes de NPA. Las imágenes 
fueron tomadas inmediatamente o 1 hora después de la incubación con el inhibidor de la H+ ATPasa BafA1. La gráfica 
cuantifica la media ± SD de la fluorescencia asociada a Lysotracker-Red por célula (n= 20 células por línea de  3 experi-
mentos con dos líneas control y dos líneas NPA (t-test, p= 0,0063). 
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10. LMP EN CÉLULAS DE PURKINJE DE RATONES 
ASM-/- 
Una vez caracterizado el mecanismo por el cual la deficiencia de ASM lleva a la alteración de 
la autofagia en fibroblastos, quisimos comprobar si este mecanismo también se daba en las 
Células de Purkinje del cerebelo. La degeneración masiva de estas neuronas provoca la ataxia 
y contribuye de manera clave a la patología de NPA. Como hemos demostrado estas neuronas 
presentan alteraciones autofágicas similares a los fibroblastos incluyendo aparición masiva 
de vacuolas autofágicas, lisosomas dilatados y aumento de marcadores que reflejan el bloqueo 
del flujo autofágico y la ineficiente degradación lisosomal. 
Para determinar si las alteraciones observadas en la localización de la Catepsina B tenían re-
levancia in vivo, realizamos WB con un anticuerpo específico contra Catepsina B en extractos 
de cerebelo de ratones ASM +/+ y ASM -/- de 3 meses de edad. La cuantificación mostró, a 
diferencia de lo observado en fibroblastos, que la señal correspondiente a las bandas de la 
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Figura R21. Aumento de los niveles de catepsina B en el cerebelo de ratones ASM-/-. 
(A) WB con un anticuerpo contra la proteína Catepsina B en extractos de cerebelo de ratones ASM+/+ y ASM-/- de 6 
meses de edad. La gráfica cuantifica la media ± SD de los niveles de la forma no procesada (pro-Catepsina B) así como 
de la forma procesada (catepsina B) normalizados frente a la actina. (n= 7, t-test pPro-CatB= <0,0001 , pCatB = <0,0001 
) . (B) Doble inmunofluorescencia con anticuerpos contra la Catepsina B (verde) y Lamp1 (rojo) en el cerebelo de ratones 
ASM+/+ y ASM-/- de 3 meses de edad. Para detectar los núcleos se usó DAPI (cian). Se observan numerosas células 
gliales (flechas) en la capa molecular (ML) en secciones de ratones ASM-/- que presentan un intenso marcaje para Ca-
tepsina B así como una acumulación de lisosomas dilatados positivos para Lamp1.
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forma no procesada de la Catepsina B o pro-Catepsina B (forma no lisosomal) era 3 veces 
mayor en ratones ASM -/- que en ratones ASM +/+ (Fig.R21A). Asimismo la forma procesada 
o Catepsina B (forma activa que se encuentra en el lisosoma) estaba aumentada 4,1 veces. 
Mediante técnicas de inmunofluorescencia pudimos determinar que este aumento de ambas 
formas de Catepsina B estaba casi exclusivamente restringido a cuerpos celulares situados 
en la capa molecular (ML) y se acompañaba de una alta inmunoreactividad de la proteína 
Lamp1, también lisosomal. Esta capa se compone  de prolongaciones de las neuronas de la 
capa granular (GL) y de las células de Purkinje así como de somas pertenecientes a células de 
origen glial (principalmente microglia y astrocitos) lo que sugiere un origen glial de los altos 
niveles de Catepsina B detectados (Fig. R21B). 
Estos resultados apuntaban a que probablemente la desregulación de los niveles de catep-
sina B en células gliales podría estar desempeñando algún papel en la enfermedad pero no 
descartaban que la LMP estuviera teniendo lugar en las Células de Purkinje. Para responder 
a esta cuestión realizamos inmunofluorescencias en secciones de  cerebelo de ratones de 3 
meses de edad con anticuerpos específicos para Catepsina B, Lamp1 y utilizamos DAPI para 
detectar los núcleos (Fig.R22A). Las Células de Purkinje, identificadas por su posición externa 
a la capa granular y su núcleo con evidentes nucleolos, presentaron una tinción de catepsina 
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Figura R22. Aumento de la localización citosólica de Catepsina B en Células de Purkinje de ratones ASM-/-. 
(A) Doble inmunofluorescencia con anticuerpos contra la Catepsina B (verde) y Lamp1 (rojo) en el cerebelo de ratones 
ASM+/+ y ASM-/- de 3 meses de edad. Para detectar los núcleos se usó DAPI (cian). Las Células de Purkinje (indicadas 
con flechas) en los ratones ASM-/- presentan una mayor localización difusa (citosólica) y una menor colocalización con 
lisosomas (Lamp1 positivos) que en los ratones ASM+/+ (GL= capa granular, ML= capa molecular). (B) Las gráficas 
cuantifican la media ± SD de los niveles de intensidad  de catepsina en lisosomas y citosol (t-test, pCitosol= 0,0013, 
pLisosomas= 0,0034 ) 
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B exclusivamente en lisosomas identificados con Lamp1 en ratones ASM +/+. Sin embargo, 
los lisosomas de las células de Purkinje de ratones ASM -/-  presentaron un ligero descenso en 
la intensidad de la señal de catepsina B que por el contrario estaba aumentada 2,1-veces en el 
citosol (Fig.R22B).  Estos datos confirmaron que la deficiencia de ASM induce  LMP y desloca-
lización de Catepsina B tanto en fibroblastos en cultivo como en neuronas in situ.
11. NIVELES ALTOS DE SM INDUCEN LMP EN 
NEURONAS
Finalmente nos propusimos determinar si la adición de SM en cultivos primarios neuronales 
era capaz de inducir LMP lo cual señalaría a la acumulación de este lípido como el agente ini-
ciador de la patología autofágica en neuronas. Para ello realizamos cultivos primarios de neu-
ronas a las que se añadió SM a una concentración de 40 mM durante 24 horas. Posteriormente 
se realizaron purificaciones de la fracción citosólica y de la fracción enriquecida en orgánulos 
y membranas, tal como se ha explicado previamente y se realizaron WB con un anticuerpo 
específico contra Catepsina B. Como se muestra (Fig.R23) la adición de SM aumentó de forma 
significativa (1,51-veces) los niveles citosólicos de Catepsina B. Los niveles de Catepsina B 
en la fracción enriquecida en orgánulos no presentaron cambios significativos aunque sí una 
ligera tendencia hacia el descenso (Fig.R23). Estos datos confirman que un exceso de SM es 
capaz de inducir LMP en neuronas.
Figura R23. La adición de SM en cultivos primarios de neuronas induce la localización citosólica de Catepsina B. 
WB con un anticuerpo contra la proteína Catepsina B en lisados citosólicas (izquierda) o enriquecidas en orgánulos y 
membranas (derecha) de cultivos primarios de neuronas tratados con SM o vehículo durante 24 horas. La gráfica cuan-
tifica la media ± SD de los niveles citosólicos de Catepsina B (incluyendo las dos bandas correspondientes a su forma 
madura) normalizados frente a los valores de GAPDH (en los extractos enriquecidos en citosol) o de la proteína de mem-
brana Flotilina (en los extractos enriquecidos en orgánulos y membranas), y expresada como porcentaje de los valores 
en individuos control que fueron considerados 100%. Asimismo, como control de la purificación se muestra la ausencia 
de señal de Flotilina en extractos citosólicos o de GAPDH en extractos enriquecidos en orgánulos y membranas. (n= 4 
cultivos, t-test, Pcitosol= 0,0358). 
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1. ALTERACIONES DE LA AUTOFAGIA COMO 
DETERMINANTE PATOLÓGICO COMÚN EN LSDS.
 
Tradicionalmente las LSDs se han considerado patologías causadas por las alteraciones en el 
lisosoma que llevan a la disfunción de este organelo. Sin embargo, estudios recientes apun-
tan a que alteraciones en distintos pasos del proceso autofágico pueden jugar un importante 
papel patológico en diferentes LSDs (Vergarajauregui et al., 2008; Pacheco et al., 2007; Tatti 
et al., 2012). Así, la reversión de estas alteraciones mediante sobreexpresión de reguladores 
de la autofagia mejora los síntomas en ratones modelo de algunas de estas enfermedades 
(Spampanato et al., 2013). Los resultados de esta tesis incluyen a la NPA entre las LSDs en las 
que el proceso autofágico está alterado y revelan el mecanismo causante y sus consecuencias. 
Además, demuestran que estas alteraciones correlacionan con la progresión de la enferme-
dad apareciendo de forma temprana (en ratones de 3 meses de edad en los que los síntomas 
aún no son muy evidentes) y agravándose en estadíos finales. Por otro lado, se demuestra que 
las alteraciones en autofagia no son específicas de un determinado tipo celular y que, al me-
nos en el caso de la NPA, el bloqueo de la autofagia es similar en fibroblastos y en neuronas 
de Purkinje. Sin embargo, la intensidad de los efectos deletereos si parece variar dependiendo 
de la célula afectada. Así, los pacientes de NPA o los ratones ASM -/- no presentan anomalías 
significativas que afecten la integridad estructural de los tejidos conectivos cuyo manteni-
miento es la principal función de los fibroblastos. Sin embargo, los problemas motores deri-
vados de la degeneración de las células de Purkinje son un síntoma característico y grave de la 
enfermedad. Debido a que la autofagia es un proceso que contribuye a la degradación de resi-
duos celulares para su posterior reciclaje es probable que su deficiencia afecte en mayor medi-
da a células como las neuronas que no pueden dividirse y acumulan el material no degradado 
con el tiempo, que a poblaciones celulares que se dividen y renuevan como los fibroblastos.
2. MECANISMOS MOLECULARES ABERRANTES DE LA 
AUTOFAGIA EN LSDS: DIFERENCIAS Y SEMEJANZAS
Si bien se ha descrito el bloqueo del flujo autofágico como problema común a varias LSDs la 
etapa en la que este proceso se ve afectado dependería de la proteína mutada o del lípido acu-
mulado y por tanto varía según la LSD de que se trate (Lierberman AP, Autophagy review). Se 
hace por ello necesario determinar el mecanismo molecular aberrante en cada caso. El uso de 
fibroblastos primarios derivados de pacientes representa una herramienta muy valiosa para 
caracterizar estos mecanismos (Vergarajauregui et al., 2008, Tatti et al., 2012, Pacheco et al., 
2007, Elrick et al., 2012) y al mismo tiempo validar en el escenario humano las observacio-
nes realizadas en modelos animales para estas enfermedades. Así, por ejemplo, la disfunción 
autofágica descrita en el cerebro de modelos murinos para la Mucolipidosis tipo IV (MLIV) 
(Curcio-Morelli et al., 2010) o la NPC (Pacheco et al., 2009, Pacheco et al., 2007) es similar a 
la descrita en fibroblastos derivados de pacientes con estas enfermedades (Vergarajauregui et 
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al., 2008; Pacheco et al., 2007; Elrick et al., 2012). Las observaciones llevadas a cabo en esta 
tesis, tanto en cerebros del modelo murino para NPA como en fibroblastos de pacientes, nos 
han permitido detallar el mecanismo molecular que altera la autofagia en esta enfermedad. 
Así, la deficiencia en ASM conduciría a un acúmulo de la SM tanto en la membrana plasmática 
como en la lisosomal. Este acúmulo no afecta a la iniciación de la autofagia ni la formación de 
APs. Tampoco inhibe la fusión de los APs con los lisosomas. La afectada es la etapa final de la 
autofagia que requiere la degradación y reciclaje de los ALs y su cargo. La deficiencia de ASM 
altera esta etapa porque provoca la permeabilización de la membrana lisosomal que conduce 
a la salida al citosol de al menos una proteasa lisosomal: la Catepsina B (Fig.D1).
 
Dado el relevante papel que esta proteasa tiene en la degradación de los ALs y su cargo propo-
nemos que la deslocalización de Catepsina B es clave para que se perturbe la degradación de 
ALs. Esto explicaría tanto el incremento de vesículas autofágicas y de marcadores de autofa-
Figura D1. Modelo de trabajo. Se muestra el modelo propuesto a raíz de los resultados de esta tesis. 
En una situación control las membranas del lisosoma y el AP tienen cantidades normales de SM lo cual permite la 
normal progresión del flujo autofágico y la degradación eficiente del contenido de los AL. En NPA, los altos niveles de 
SM presentes en membranas del Lisosoma, AP  y  AL impiden la degradación del cargo transportado por el AP porque 
inducen una permeabilización de la membrana lisosomal que deriva en una localización citosólica de Catepsina B. 
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gia como LC3-II así como la acumulación de sustratos no degradados, proteínas ubiquitina-
das y p62, observados en el cerebelo de ratones ASM -/- y los fibroblastos de pacientes NPA. 
Nuestros resultados enfatizan las diferencias que existen en los mecanismos alterados en dis-
tintas LSDs a pesar de que la consecuencia final sea en todas una alteración del flujo autofági-
co. Así, se ha descrito en la mucopolisacaridosis tipo IIIA (MPSIIIA) y la deficiencia sulfatasa 
múltiple que el paso afectado es la fusión entre APs y lisosomas (Fraldi et al., 2010) mientras 
que en NPC la fusión no está alterada pero sí la degradación de ALs (Elrick et al., 2012) y la 
formación de APs (Pacheco et al., 2007). Un incremento en la formación de APs, reflejado en 
los altos niveles de Beclina 1, también se ha descrito en la Mucolipidosis tipo IV (Vergarajau-
regui et al., 2008). El fenotipo opuesto se ha encontrado sin embargo en modelos murinos de 
edad avanzada de la deficiencia en Sulfatasa Múltiple (de Pablo-Latorre et al., 2012). Por otro 
lado, en enfermedades en las que se bloquea la degradación lisosomal debido a mutaciones 
o bajos niveles de Catepsinas, como en las Lipofuscinosis ceroides neuronales (Koike et al., 
2005) o en la enfermedad de Gaucher (Tatti et al., 2012), respectivamente, las alteraciones 
descritas en el proceso autofágico son similares a las observadas para NPA en esta tesis. En 
estos últimos casos la pérdida de función de la Catepsina B parece que sería similar a la que 
ocurre en fenómenos en los que se desencadena la LMP, derivando en una similar afectación 
de la progresión del flujo autofágico.
La LMP es un proceso que puede ser causado por una gran cantidad de agentes dañinos para 
las membranas lisosomales tales como especies reactivas de oxígeno (ROS), compuestos li-
somotrópicos, algunas proteínas bacterianas así como inductores de apoptosis endógenos 
como la proteína Bax. Cuando se desencadena el proceso se produce una salida del contenido 
lisosomal al citosol lo que provoca la acidificación citosólica y la deslocalización de Catepsinas 
en este sitio celular (Boya and Kroemer, 2008). Algunas Catepsinas conservan además su ac-
tividad a pHs más altos que el del lisosoma por lo que podrían degradar de forma aberrante 
sustratos en el citosol lo que puede inducir la apoptosis (Boya et al., 2003). Existen evidencias 
de que la regulación de la autofagia y la inducción de LMP no son procesos independientes 
y que por tanto alteraciones en uno de ellos pueden alterar al otro y viceversa. Por ejemplo 
en la enfermedad de Parkinson se produce una acumulación de APs sin degradar debido a 
una inducción de LMP (Dehay et al., 2010). Por otro lado, la inhibición farmacológica de la 
autofagia produce una salida de Catepsina D al citosol que es capaz de inducir apoptosis en 
células de tumor de mama (Carew et al., 2011). En esta tesis hemos podido determinar que en 
cultivos de fibroblastos derivados de pacientes de NPA hay una mayor actividad de Catepsina 
B que no se debe a un incremento en los niveles totales de la proteína sino a una salida de la 
misma desde el lumen lisosomal hacia el citosol. Asimismo, las células de Purkinje de ratones 
ASM -/- presentan una relocalización de Catepsina B hacia su citosol. Estos resultados apoyan 
un papel relevante de la LMP y de la deslocalización de Catepsina B en la patología de NPA. 
Hasta la fecha no se ha descrito una mayor actividad de Catepsina B en fibroblastos de pa-
cientes de ninguna LSD aunque sí se ha descrito en lisados de diversos tejidos de los ratones 
ASM -/- (Moles et al., 2012) y en modelos celulares de Mucolipidosis tipo IV (Colletti et al., 
2012). Además, en ratones ASM -/- se ha demostrado que inhibidores de Catepsina B como 
el Ca074Me son capaces de disminuir la fibrosis hepática inducida por CCl4 sugiriendo que el 
incremento en la actividad de la proteína sería un mecanismo patológico y no compensatorio 
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a la disfunción lisosomal. Por el contrario se ha sugerido que una menor actividad de Catepsi-
na B podría estar en la base de algunas LSDs como la NPC (Elrick et al., 2012), la enfermedad 
de Gaucher (Tatti et al., 2012) o la enfermedad de Batten (Koike et al., 2005). La existencia de 
LMP y la relocalización de alguna Catepsina en LSDs sólo se ha sugerido en modelos murinos 
de la enfermedad de NPC (Amritraj et al., 2009; Amritraj et al., 2013) y para la  mucopolisa-
caridosis tipo I (Pereira et al., 2010). Puesto que autofagia y LMP son procesos muy interre-
lacionados en situaciones patológicas, futuras investigaciones deberán determinar si ambos 
procesos están afectados en otras  LSDs y en caso afirmativo si los mecanismos moleculares 
desencadenantes o ejecutores son comunes a los descritos en esta tesis para la NPA. 
Los resultados obtenidos en esta tesis permiten proponer además que, de forma paralela a 
la relocalización ectópica de Catepsina B en neuronas de ratones ASM -/- o de fibroblastos 
de pacientes de NPA, existe también una desregulación de los niveles de Catepsina B en cé-
lulas gliales, encontrándose altos niveles de la forma activa y la forma no activa en estas cé-
lulas. Niveles incrementados de Catepsina B en microglia han sido hayados en condiciones 
proinflamatorias (Sun et al., 2012) interviniendo además de forma crucial en la muerte de las 
neuronas cercanas (Kingham and Pocock, 2001). Asimismo, se han mostrado altos niveles de 
Catepsina B en microglia y astrocitos de modelos murinos de enfermedad de Gaucher (Vitner 
et al., 2012). Será por tanto importante determinar en un futuro la relevancia que la aberran-
te expresión de Catepsina B en células no neuronales tiene en el desarrollo y progresión de la 
patología. 
3. LOS LÍPIDOS COMO REGULADORES DE LA 
AUTOFAGIA
El estudio de la patología molecular de las LSDs está contribuyendo a caracterizar el hasta 
ahora poco conocido papel de los lípidos en la autofagia. El análisis de modelos murinos para 
la deficiencia en sulfatasa múltiple y para mucopolisacaridosis ha demostrado que cambios en 
los niveles de colesterol determinan la habilidad de los lisosomas para fusionarse con vesícu-
las autofágicas y endocíticas (Settembre et al., 2008) a través de la regulación de la maquina-
ria proteica de las SNAREs (Fraldi et al., 2010). Estudios llevados a cabo en modelos para la 
NPC demuestran que el colesterol también influye en la iniciación de la autofagia mediante la 
regulación de los niveles de Beclina 1 (Pacheco et al., 2007). En este sentido, se ha mostrado 
que fármacos que producen una acumulación de colesterol son capaces de reproducir el in-
cremento de LC3-II que tiene lugar en esta enfermedad (Pacheco et al., 2007). Por otro lado, 
niveles altos de gangliósidos promueven la iniciación de la autofagia e impiden la degradación 
de ALs sin afectar  la fusión entre APs y lisosomas en distintas esfingolipidosis (Tamboli et 
al., 2011). Los resultados presentados en esta tesis identifican a la SM como otro lípido rele-
vante en la regulación de la autofagia. Un aumento en sus niveles no afecta la iniciación ni la 
fusión pero si a la degradación de los ALs lo que puede explicarse por la inducción de LMP y la 
salida ectópica de la Catepsina B al citosol.   
De acuerdo con un relevante papel de los lípidos en la autofagia sus niveles parecen estar muy 
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regulados y así se ha descrito la existencia de un gradiente de concentración a lo largo de la 
vía endosomal-autofágica para algunos de ellos. Se postula que este gradiente debe ser man-
tenido en esta vía para una correcta progresión de los cargos que a través de ella se transpor-
tan. Así por ejemplo el colesterol es abundante en la membrana plasmática y los endosomas 
tempranos pero sus niveles son muy bajos en endosomas tardíos y lisosomas. La SM tiene 
un patrón aún más restringido siendo su concentración muy limitada en lisosomas donde es 
rápidamente degradada una vez es transportada hasta los mismos. Este patrón es el opuesto 
al del BMP, un lípido enriquecido en lisosomas necesario para el correcto funcionamiento de 
la ASM (Kolter and Sandhoff, 2010) (Fig.D2). Las observaciones realizadas en esta tesis, en 
tejido y células deficientes en ASM y mediante la modulación experimental de la SM, permi-
ten proponer que el incremento anormal de la SM a lo largo de la vía endocítica-autofágica y 
en los lisosomas es causa, y no consecuencia, del bloqueo del flujo autofágico. 
4. LAS CONSECUENCIAS DE LA ALTERACIÓN DE 
LA AUTOFAGIA: ACUMULA-CIÓN DE SUBSTRATOS 
AUTOFÁGICOS Y LISOSOMALES
El bloqueo en el proceso autofágico tiene como consecuencia la acumulación de agregados 
ubiquitinados (Komatsu et al., 2006). Así, la inhibición genética de la formación de APs en 
neuronas, concretamente mediante la generación de ratones knockout condicionales para el 
gen que codifica para la Atg7, causa la acumulación masiva de agregados de Ubiquitina y de 
Figura D2. Degradación endolisosomal de lípidos de membrana.       Adaptado de Kolter T y Sandhoff K, FEBS Letters, 2010
La vía endolisosomal por la que los lípidos  de membrana son endocitados para su degradación requiere de una fina 
regulación de la composición lipídica en cada una de sus etapas. Durante la endocitosis y la maduración de los endo-
somas el pH luminal disminuye y la composición de las membranas de los endosomas cambia.  Así los endosomas 
tempranos tienen una composición muy similar a la de la membrana plasmática con altos niveles de colesterol y SM y un 
pH similar al del citosol. Conforme se produce la maduración y acidificación de los endosomas, los niveles de colesterol y 
SM van disminuyendo mientras que los de otros lípidos como el BMP,  necesarios para la degradación de esfingolípidos 
como la SM, incrementan drásticamente sus niveles.
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la proteína P62 conduciendo a una temprana degeneración de las Células de Purkinje en el 
cerebelo (Komatsu et al., 2006). La agregación de proteínas ubiquitinadas se ha descrito en 
varias LSDs (Settembre et al., 2008; Vergarajauregui et al., 2008). La deficiente degradación 
de la proteína P62 que tiene lugar cuando se produce un bloqueo del flujo podría ser clave en 
la acumulación de proteínas ubiquitinadas en el citosol, previniendo la degradación de las 
mismas por otras vías alternativas. La P62, además de ser un conocido sustrato autofágico, 
es una proteína con dominios de unión a ubiquitina y a LC3 capaz de coordinar el transporte 
de agregados ubiquitinados hasta los AP para su posterior degradación en los AL (Kirkin et 
al., 2009a). Además, la acumulación de esta proteína es capaz de inhibir de forma indirecta, 
a través de la proteína P97, la degradación mediada por el UPS, lo que potenciaría aún más 
la acumulación de estos agregados (Korolchuk et al., 2009). De acuerdo con esta función nu-
merosas LSDs presentan una acumulación de P62 que colocaliza con agregados de Ubiquitina 
(Vergarajauregui et al., 2008; Kobayashi et al., 2011)(Curcio-Morelli et al., 2010). De la mis-
ma manera, otro sustrato autofágico; NBR1, estaría también implicado en la degradación de 
sustratos ubiquitinados vía autofagia (Kirkin et al., 2009b) y se acumula en enfermedades 
neurodegenerativas (Mori et al., 2012). 
Los hallazgos presentados en esta tesis demuestran que en la NPA también existe una acu-
mulación de NBR1, P62 y agregados ubiquitinados.  Estos últimos aparecen de forma muy 
temprana y particularmente evidente en las Células de Purkinje que son las más vulnerables 
en la enfermedad (Sarna et al., 2001). Esta vulnerabilidad podría responder a la relación di-
recta entre la deficiente degradación de agregados y la muerte celular. De acuerdo con esto 
detectamos un aumento del marcador apoptótico Fractina en células que acumulan LC3. Esto 
señala al bloqueo del flujo autofágico como un factor causante y no secundario de la patolo-
gía. Futuras investigaciones deberán determinar si, como se ha descrito, esta acumulación de 
NBR1 y P62 es capaz de bloquear también la degradación de substratos del UPS en NPA y por 
tanto causar la acumulación de otras proteínas que se degradan por esta vía como la proteína 
P53. La deficiente degradación de sustratos del UPS podría estar contribuyendo también de 
forma crucial en la enfermedad. En este sentido una acumulación de P53 es capaz de inducir 
disfunción mitocondrial que desencadena la apoptosis en neuronas estriatales (Zhang et al., 
2009) o en modelos de EA (Tan et al., 2008) siendo esta disfunción mitocondrial similar a la 
descrita en otras LSDs (Osellame et al., 2013; de Pablo-Latorre et al., 2012). 
5. HACIA UNA TERAPIA PARA NPA
La NPA es una enfermedad para la que no existe ningún tratamiento efectivo en la actualidad 
conduciendo a la muerte en edades tempranas. Por ello existe una necesidad acuciante de en-
contrar estrategias terapéuticas. La acumulación de la SM como consecuencia del defecto ge-
nético que inactiva la ASM es un factor patológico clave. Los resultados de esta tesis aportan 
la evidencia de que la acumulación de este lípido es también causa de una deficiente autofagia 
y una inducción de LMP que puede contribuir de manera relevante a la patología. Por ello, 
se proponen estrategias encaminadas a reducir los niveles de SM. Con este objetivo se han 
ensayado en ratones ASM -/- distintos métodos para recuperar los niveles de ASM. Así, con el 
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transplante de médula (Miranda et al., 1998), la terapia de reemplazo de la enzima introdu-
ciendo ASM recombinante intravenosa (Miranda et al., 2000a; Miranda et al., 2000b) o la te-
rapia génica introduciendo el gen de la ASM mediante vectores virales (Miranda et al., 2000a; 
Barbon et al., 2005) se ha conseguido una reducción de la acumulación de la SM en distintos 
órganos. Sin embargo, ninguno de estos ensayos ha tenido efectos significativos en el cerebro 
o en la progresión neurológica de la enfermedad. Sólo la inyección estereotáxica en cerebro de 
adenovirus expresando ASM ha mostrado una disminución local de los niveles de la SM (Dod-
ge et al., 2005). Sin embargo, la aplicación de esta técnica en humanos no es aún posible. Por 
ello, la búsqueda de estrategias farmacológicas es prioritaria. Las observaciones realizadas 
en esta tesis abren perspectivas en este sentido. Por un lado, demostramos que la reducción 
de la síntesis general de esfingolípidos con la micotoxina FB1 disminuye la alteración de la 
autofagia en fibroblastos primarios de pacientes. Aunque estos resultados confirman el papel 
patológico de la acumulación de la SM los efectos secundarios de FB1, que administrada in 
vivo produce alta hepatotoxicidad y nefrotoxicidad (Voss et al., 1989), impedirían su uso en 
pacientes. Por ello creemos que la activación de una vía alternativa para la degradación de 
SM a través de la Esfingomielinasa Neutral (NSM) mediante el uso de Dexametasona (Rama-
chandran et al., 1990) podría tener un mayor potencial. Este glucocorticoide sintético ya se 
usa en el tratamiento de diversas enfermedades humanas como asma, meningitis o cáncer 
(van de Beek et al., 2010; De Cassan et al., 2012). Estos usos se basan en sus propiedades 
antiinflamatorias (Laste et al., 2013). Aunque estas propiedades también podrían ser bene-
ficiosas para NPA, ya que se ha sugerido un papel importante de la inflamación en varias 
(Vitner et al., 2012; Farfel-Becker et al., 2011;  Di Malta et al., 2012), creemos que los efectos 
positivos que observamos sobre la autofagia en fibroblastos de pacientes estarían mediados 
por la capacidad de la dexametasona de activar la NSM y disminuir los niveles de SM. Ya que 
este compuesto, aunque con baja eficiencia, puede cruzar la barrera hematoencefálica (Stum-
pf et al., 1989) tratamientos sistémicos podrían alcanzar el cerebro. Un reciente trabajo del 
laboratorio demuestra en efecto que la administración oral de dexametasona a ratones ASM 
-/- previene significativamente las alteraciones observadas en espinas dendríticas y la neu-
rodegeneración en el cerebelo mediante activación de la NSM (Arroyo et al., 2014). Futuros 
trabajos serán necesarios para comporbar si tratamientos similares son capaces de prevenir 
las alteraciones en autofagia en cerebro. El trabajo realizado en esta tesis aporta criterios y 
métodos para determinar la eficacia de estos tratamientos (i.e. acumulación de LC3-II, P62 o 
sustratos ubiquitinados). 
Asimismo, independientemente de su relevancia terapéutica los efectos de la dexametasona 
sobre las alteraciones autofágicas observados en fibroblastos aportan luz sobre un tema con-
trovertido en el campo de la autofagia: la contribución de la membrana plasmática al proceso. 
La diana farmacológica de la dexametasona es la NSM que es la principal responsable de la 
degradación de la SM en la membrana plasmática. El hecho de que disminuyendo los nive-
les de SM en este compartimento subcelular se aminoran los problemas de autofagia apoya 
la convergencia entre las vías endocítica y autofágica (Liou et al., 1997; Lucocq and Walker, 
1997) y la aportación de la membrana plasmática a la formación del AP (Ravikumar et al., 
2010). Estos resultados abren la perspectiva de ensayar tratamientos encaminados a dismi-
nuir los niveles de SM en la membrana plasmática (más accesible que la lisosomal). También 
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indican que la NPA no debería tratarse en exclusiva como una enfermedad lisosomal y que es-
trategias que modulen la composición lipídica de la membrana plasmática podrían ser útiles 
para otras LSDs donde la acumulación de lípidos no se restringe al lisosoma.
Nuestros datos animan también a explorar estrategias que inhiban de forma específica la ac-
tividad y/o salida al citosol de Catepsina B y refuercen la estabilidad lisosomal.  Esto expli-
caría los efectos beneficiosos observados tras el tratamiento y envío a lisosomas de la forma 
recombinante de la chaperona Hsp70 (Heat shock protein 70), que estabiliza la membrana 
lisosomal, en fibroblastos NPA  (Kirkegaard et al., 2010).  
La búsqueda de estrategias comunes para el tratamieno de LSDs es un campo muy activo 
en la actualidad. En muchas de ellas se acumulan los mismos sustratos de manera primaria 
o secundaria. Esta tesis incide sobre las semejanzas y diferencias entre los mecanismos que 
causan estas enfermedades. Aunque la acumulación del colesterol y el uso de la b-MCD para 
evitarla se ha propuesto como causa y posible terapia, respectivamente, en varias LSDs, nues-
tros resultados no aconsejarían su uso para evitar las alteraciones de la autofagia en NPA. 
Sin embargo, y dado que la SM también se acumula de forma secundaria en otras LSDs que 
presentan defectos autofágicos (Shen et al., 2012; Devlin et al., 2010)  las estrategias farma-
cológicas de dismunición de este lípido probadas en esta tesis podrían ser beneficiosas en ese 
contexto. Esperamos que la investigación futura aclare este punto. 
conclusiones
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1.      La pérdida de función de la Esfingomielinasa ácida provoca la acumulación de vacuolas 
de origen autofágico y de lisosomas con morfología aberrante en fibroblastos en cultivo 
y en el cerebro de ratones modelo para la enfermedad de Niemann Pick tipo A. Esta acu-
mulación se correlaciona con niveles altos del marcador autofágico LC3-II.
2.      La acumulación de vacuolas de origen autofágico y el aumento de los niveles del marca-
dor autofágico LC3-II no es consecuencia de una mayor formación de autofagosomas.
3.      La pérdida de función de la Esfingomielinasa ácida y las alteraciones autofágicas están 
acompañadas de la acumulación de agregados proteicos sin degradar y se correlacionan 
con la muerte neuronal.
4.      Las alteraciones autofágicas observadas in vitro e in vivo en modelos de enfermedad de 
Niemann Pick tipo A son consecuencia directa de la acumulación aberrante de esfingo-
mielina y en concordancia pueden ser revertidas mediante el uso de estrategias farmaco-
lógicas destinadas a disminuir los niveles de este lípido.
5.      La acumulación de vacuolas autofágicas y de LC3-II se debe a la deficiente degradación de 
autofagolisosomas y no al bloqueo en la fusión entre autofagosomas y lisosomas.
6.      La pérdida de función de la Esfingomielinasa ácida lleva a la permeabilización de la mem-
brana lisosomal y a la salida al citosol de la forma activa de la Catepsina B en fibroblastos 
y en ratones modelo para la enfermedad de Niemann Pick tipo A. 
7.      La permeabilización de la membrana lisosomal observada es consecuencia directa de la 
acumulación aberrante de esfingomielina en los lisosomas.
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